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I N L E I D I N G 
Onderzoek naar verwekkers van acute luchtweginfecties valt in vele gevallen 
negatief uit. In ons laboratorium werd in de periode van October 1962 tot 
october 1965 bij 969 patiënten uit de legerplaats Ossendracht een onder-
zoek op micro-organismen verricht; de patiënten waren op de ziekenzaal 
opgenomen wegens een acute aandoening van de luchtwegen. Bij circa 60% 
der patiënten was het onderzoek positief; bij ruim 95% van hen werd een 
virus-infectie aangetoond. Bij de overige 40% der patiënten viel het onder-
zoek negatief uit. Het onderzoek op virussen werd verricht door middel van 
isolatieproeven in celkweken en serologische reacties met bekende respiratore 
virussen. De isolatieproeven werden uitgevoerd met behulp van conventionele 
technieken, waarbij werd gezocht naar het voorkomen van cytopathologische 
veranderingen en hemadsorptie. 
Het doel van onze studie was na te gaan of met behulp van interferentie-
proeven virussen of andere micro-organismen konden worden aangetoond in 
materiaal van een aantal patiënten, bij wie het conventionele virologische 
onderzoek negatief was uitgevallen. Er werd onderzocht of celkweken, waarin 
dit materiaal was geënt, minder gevoelig waren voor bekende virussen, die in 
staat zijn in deze kweken cytopathologische veranderingen teweeg te brengen. 

H O O F D S T U K I 
GEGEVENS UIT DE LITERATUUR 
I N L E I D I N G 
Wanneer twee verschillende virussen tegelijkertijd of kort na elkaar worden 
gebracht in een celkweek of in een gastheer, die gevoelig is voor beide virus-
sen, kunnen er zich de volgende verschijnselen voordoen: (1) Het ene virus 
kan de vermenigvuldiging van het andere virus remmen en (of) het effect van 
dit virus op de gastheercellen verminderen. Dit verschijnsel wordt interferen-
tie genoemd. (2) Het ene virus kan de vermenigvuldiging van het andere 
virus bevorderen en (of) het effect van dit virus op de gastheercellen verster-
ken. Dit verschijnsel wordt 'enhancement' of stimulering genoemd. (3) De 
beide virussen vermenigvuldigen zich naast elkaar in een gastheer of celkweek 
zonder dat een werking van het ene virus op het andere waarneembaar is. 
(4) Er ontstaat een genetische interactie, waardoor er een nieuw 'type' virus 
verschijnt (recombinatie) met genetische kenmerken van beide infecterende 
virussen. De onder (1) en (2) genoemde verschijnselen, die van belang zijn 
voor ons onderzoek, worden nader besproken. 
I N T E R F E R E N T I E 
Het verschijnsel van interferentie is waargenomen bij plantenvirussen, bacte-
riofagen en virussen van dieren en mensen. Interferentie kan plaats vinden 
tussen virussen, die immunologisch identiek zijn, maar verschillen in andere 
eigenschappen bijvoorbeeld in pathogène eigenschappen, tussen virussen, die 
immunologisch aan elkaar verwant zijn, en tussen virussen, die immunologisch 
niet aan elkaar verwant zijn. Het verschijnsel is waargenomen bij proeven op 
dieren en in celkweken. Of interferentie optreedt, is niet alleen afhankelijk 
van de gebruikte virussen, maar ook van vele andere factoren. 
De eerste artikelen over interferentie, waarin dit verschijnsel werd herkend 
als remming van het ene virus door het andere virus, hadden betrekking op 
plantenvirussen (McKinney 1929; Thung 1931). Daarna zijn vele onder-
zoekingen over dit verschijnsel gepubliceerd. Men heeft onderzocht welke 
virussen met elkaar interfereerden, onder welke omstandigheden interferentie 
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optrad en welk mechanisme hieraan ten grondslag lag. Wij willen in dit proef-
schrift geen overzicht geven van de zeer uitgebreide literatuur op dit gebied, 
maar ons beperken tot de vermelding van enkele gegevens uit de literatuur, 
die van betekenis zijn voor het door ons verrichte onderzoek. 
TERMEN. Bij onderzoekingen naar interferentie worden in de regel twee 
virussen na elkaar in een proefdier of celkweek gebracht. Vervolgens wordt 
er onderzocht of het eerste virus de vermenigvuldiging van het tweede virus 
remt. Als dit het geval is, spreekt men van interferentie. Het eerste virus, dat 
interferentie opwekt, wordt interfererend virus genoemd. Het tweede virus, 
dat geremd wordt en dient als indicator voor de interfererende werking, wordt 
in de Amerikaanse en Engelse literatuur 'challenge' virus genoemd; deze 
naam zal ook in dit proefschrift verder worden gebruikt. 
INTERFERERENDE VIRUSSEN. Het is gebleken, dat vele virussen met uiteen-
lopende eigenschappen interferentie kunnen opwekken. Wij willen in deze 
paragraaf enkele voorbeelden noemen en ons hierbij beperken tot virussen, 
die bij de mens zijn gevonden. Virussen van mensen zijn te onderscheiden in 
8 groepen (tabel 1). De indeling is gebaseerd op de samenstelling van het 
nucleïnezuur, respectievelijk desoxyribonucleïnezuur (DNA) en ribonucleïne-
zuur (RNA), de grootte en andere verschillen in de structuur van de virussen 
(Andrewes 1963; Andrewes 1964; Sabin 1965; Committee for nomenclature 
of viruses 1965). Slechts enkele virussen van mensen kunnen niet in één van 
deze groepen geklasseerd worden. 
TABEL 1. Overzicht van groepen virussen, die bij de mens voorkomen. 
Samenstellingvan
 v i r 
het nucleïnezuur Aantal typen Diameter 
DNA 
RNA 
Papovavirussen 
Adenovinissen 
Herpesvirussen 
Poxvirussen 
Picornavirussen 
Arbovirussen 
Reovirussen 
Myxovirussen 
1 
31 
3 
2 
>130 
>150> 
3 
14 
30— 50 πιμ 
70— 90 т ц 
120—180 πιμ 
200—300 πιμ 
15— 30 т ц 
20— 60 πιμ* 
70— 80 т ц 
80—200 πιμ 
1
 Het is niet bekend of alle typen arbovirussen bij de mens voorkomen. 
2
 Slechts enkele typen bezitten waarschijnlijk een grotere diameter, bijvoorbeeld het 
Bwambavirus (Smithburn e.m. 1941). 
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TABEL 2. Voorbeelden van bij de mens voorkomende virussen, die interferentie kunnen 
opwekken. 
Virusgroep 
Papovavirussen 
Adenovirussen 
Herpesvirussen 
Poxvirussen 
Picornavirussen 
Arbovirussen 
Reovirussen 
Myxovirassen 
Interfererend 
virus 
Polyomavirus1 
Adenovirus 
type 2 
Herpes simplex-
virus 
Variolavirus 
Poliovirus 
type 2 
'Tick-borne 
encephalitis'-
virus 
Reovirus type 1 
Influenza 
A-virus 
'Challenge' virus 
'Vesicular 
stomatitis'-
virus 
Vacciniavirus 
Mutant van 
herpes simplex-
virus 
Vacciniavirus 
Coxsackie 
B-virus type 3 
'Western equine 
encephalo-
myelitis'-virus 
Reovirus type 2 
Poliovirus 
typel 
Celkweek 
Kweek van 
muize-embryo-
cellen 
Kweek van 
konijnehart-
cellen 
Kweek van 
hondeniercellen 
Kweek van 
kippechorio-
allantoïscellen 
Kweek van 
apeniercellen 
Kweek van 
kippe-embryo-
cellen 
Kweek van 
apeniercellen 
Kweek van 
apeniercellen 
Literatuur 
Deinhardt e.m. 
1960 
Khoobyarian 
1964 
Roizman 1965 
Bektemirov 1965 
Lycke 1958 
Vilöek 1964 
Zalan e.m. 1965 
Wesslén e.m. 
1959 
1
 Polyomavirus komt van nature niet bij de mens voor. 
In tabel 2 is een overzicht weergegeven van virussen van mensen, die inter-
ferentie kunnen opwekken Slechts een beperkt aantal virussen is vermeld. 
Uit elke groep is één voorbeeld gekozen. 
Voor zover ons bekend, zijn er in de literatuur geen mededelingen gedaan 
over onderzoekingen naar interferentie door het papillomavirus van de mens. 
Dit virus behoort tot de groep van de papovavirussen. Van andere papova-
virussen, die van nature niet bij mensen voorkomen, is wel bekend, dat zij 
interferentie kunnen opwekken. Als voorbeeld voor de papovavirus groep 
hebben wij daarom een van deze niet bij mensen voorkomende virussen ge-
kozen. 
'CHALLENGE' VIRUSSEN. Het is niet bekend of alle virussen, die interferentie 
kunnen opwekken, ook gevoelig zijn voor de interfererende werking van 
andere virussen. Slechts een beperkt aantal interfererende virussen is op deze 
eigenschap onderzocht. Bovendien zou men alle denkbare combinaties van 
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interfererend virus en 'challenge' virus onder uiteenlopende proefomstandig-
heden moeten onderzoeken, voordat men zou mogen besluiten, dat een virus 
ongevoelig is voor de interfererende werking van een ander virus. Een der-
gelijk onderzoek is praktisch onuitvoerbaar. Bij interferentieproeven in het 
laboratorium gebruikt men bij voorkeur 'challenge' virussen, die binnen korte 
tijd een duidelijk effect (ziekte of dood van een proefdier, duidelijke cyto-
pathologische veranderingen in een celkweek, positieve hemadsorptiereactie 
of positieve hemagglutinatiereactie) veroorzaken en zich goed lenen voor 
kwantitatief onderzoek. 
In tabel 3 is een overzicht weergegeven van virussen van mensen, die ge-
voelig zijn voor de interfererende werking van andere virussen. Evenals bij 
het overzicht van interfererende virussen (tabel 2), zijn slechts enkele voor-
beelden vermeld. Uit elke groep is weer één voorbeeld gekozen. 
Als voorbeeld voor de papovavirus groep hebben wij, evenals in tabel 2, een 
TABEL 3. Voorbeelden van bij de mens voorkomende virussen, die gevoelig zijn voor de 
interfererende werking van andere virussen. 
Virusgroep 
Papovavirussen 
Adenovirussen 
Herpesvirussen 
Poxvirussen 
Picornavirussen 
Arbovinissen 
Reovirussen 
Myxovirussen 
'Challenge' virus 
'Simian virus' 
401 
Adenovirus 
typeS 
Herpes simplex-
virus 
Vacciniavirus 
Echovirus 
type 11 
'Western equine 
encephalo-
myelitis'-virus 
Reovirus type 2 
Parainfluenza-
virus type 1 
Interfererend 
virus 
Rubeolavirus 
Influenza 
A-virus 
Pseudorabies-
virus 
Gele koorts-
virus 
Rubeolavirus 
Rabiesvirus 
Reovirus type 1 
Rhinovirus 
Celkweek 
Kweek van 
apeniercellen 
Kweek van 
humane 
embryonale 
nierceUen 
Kweek van 
HeLa-cellen 
Kweek van 
kippe-embryo-
cellen 
Kweek van 
apeniercellen 
Kweek van 
kippe-embryo-
cellen 
Kweek van 
apenierceUen 
Kweek van 
humane 
embryonale 
nierceUen 
Literatuur 
Parkman e.m. 
1964 
Jen e.m. 1963 
Béládi e.m. 1964 
Chabaud e.m. 
1962 
Parkman e.m. 
1962 
Kaplan e.m. 
1960 
Zalan e.m. 
1965 
Hitchcock e.m. 
1960 
1
 'Simian virus' 40 komt van nature niet bij de mens voor. 
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virus gekozen, dat van nature niet bij mensen voorkomt, omdat het papilloma­
virus van de mens, voor zover ons bekend, door geen onderzoeker als 
'challenge' virus is aangewend. 
BETEKENIS VAN VERSCHILLENDE FACTOREN VOOR INTERFERENTIE. Interferen­
tie treedt alleen onder bepaalde omstandigheden op. De belangrijkste factoren, 
die hierbij een rol spelen, zijn: het proefdier of celsysteem, dat wordt ge­
bruikt, de dosis van het interfererende virus, de dosis van het 'challenge' 
virus en het tijdsinterval tussen de toediening van het interfererende virus en 
het 'challenge' virus. Het volgende voorbeeld illustreert de betekenis van het 
celsysteem. Hsiung (1961) toonde aan, dat echovirus type 11 met poliovirus 
kan interfereren in kweken van menseniercellen. In kweken van apenier-
cellen kon zij tussen deze virussen geen interferentie aantonen. 
In een proefdier of celsysteem, waarin 2 virussen met elkaar kunnen inter­
fereren, treedt interferentie op, wanneer het interfererende virus bij infectie 
een voorsprong verkrijgt op het 'challenge' virus. Naarmate de voorsprong 
groter is, zal in het algemeen de interferentie sterker zijn. 'De voorsprong 
van het interfererende virus en daarmee de sterkte van de interferentie worden 
onder andere bepaald door de factoren dosis en interval. In het algemeen 
neemt de sterkte van de interferentie toe, naarmate de dosis van het inter­
fererende virus groter, de dosis van het 'challenge' virus kleiner en (of) het 
tijdsinterval tussen de toediening van beide virussen langer is (Ledinko e.m. 
1954; Lycke 1958; Jungeblut e.m. 1959). In tabel 4 zijn ter illustratie enkele 
uitkomsten weergegeven van een onderzoek van Lycke (1958), waarbij de 
dosis van het interfererende en 'challenge' virus en het interval tussen de 
toediening van beide virussen werden gevarieerd. 
TABEL 4. Invloed van de dosis van interfererend en 'challenge' virus en van het interval 
tussen de toediening van beide virussen op interferentie. Proeven in kweken van ape-
nieren (Lycke 1958). 
Dosis interfererend 
poliovirus type 2 
( T C I D J ' 
Dosis 'challenge' 
Coxsackie B-virus 
type 3 (TCID60) 
Interval tussen 
enting van inter­
fererend en 
'challenge' virus 
'Challenge' virus­
opbrengst na 3 dagen 
Oog io т с т
и
/ 
0,1 ml) 
100 
10.000 
100 
10.000 
— 
100 
100 
10.000 
100 
100 
18 uur 
18 uur 
18 uur 
30 seconden 
— 
1,7 
<0,5 
3,5 
6,2 
5,8 
ι TCID — Tissue Culture Infectious Dose'. 
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INTERVAL. Tussen de toediening van interfererend virus en 'challenge' virus 
moet een zekere tijd verlopen, wil interferentie optreden. De duur van dit 
interval varieert sterk voor verschillende cel-virus systemen. De volgende 
voorbeelden tonen dit duidelijk aan. 
Poliovirus type 2 interfereert niet met poliovirus type 1, indien beide 
virussen tegelijkertijd in HeLa-cellen worden geënt (Ledinko e.m. 1961). 
Indien type 1 één uur na type 2 wordt geënt, wordt een 10- tot 100-voudige 
reductie in de opbrengst van het 'challenge' virus gevonden (Cords e.m. 
1964*). Een stam van 'virus diarrhea'-virus, die geen cytopathologisch effect 
veroorzaakt in een kweek van embryonale runderniercellen, bleek te inter-
fereren met een andere stam van dit virus, die wel een cytopathologisch effect 
veroorzaakt (Gillespie e.m. 1962). Er werd interferentie waargenomen, indien 
het interval tussen de toediening van interfererend virus en 'challenge' virus 
3 dagen bedroeg. Bij een interval van 2 dagen bleef interferentie uit. 
De duur van het interval tussen de toediening van het interfererende virus 
en het 'challenge' virus is aan een maximum gebonden. In celkweken wordt 
het maximum bepaald door de beperkte levensduur van de cellen, in proef-
dieren door het op gang komen van het natuurlijke afweer mechanisme tegen 
het interfererende virus. Vilches en Hirst (1947) infecteerden muizen met 
influenzavirus. De dieren waren hierna resistent tegen infectie met 'western 
equine encephalomyelitis'-virus. De resistentie was volledig bij een interval 
tussen de toediening van beide virussen van 7 dagen of minder. Wanneer het 
interval geleidelijk werd verlengd van 7 tot 24 dagen, verminderde de weer-
stand geleidelijk tot nul. 
DOSIS VAN HET INTERFERERENDE VIRUS. Interferentie kan worden opgewekt 
met grote en kleine doses virus. Als voorbeeld noemen wij de proeven van 
Lycke (tabel 4), waarbij met 102 en 104 infectieuse eenheden poliovirus inter-
ferentie werd opgewekt. Wanneer een kleine dosis interfererend virus aan 
celkweken of proefdieren wordt toegediend, is in de regel een langer interval 
vereist om interferentie te verkrijgen dan na toediening van een grote dosis 
interfererend virus. Als voorbeeld noemen wij onderzoekingen over inter-
ferentie tussen Polyomavirus en 'vesicular stomatitis'-virus in kweken van 
muize-embryocellen (Deinhardt e.m. 1960). Uit deze onderzoekingen bleek, 
dat 102 TCID50 ('Tissue Culture Infectious Dose') Polyomavirus interfereerde 
met IO3 TCID50 'vesicular stomatitis'-virus, indien het interval tussen de toe-
diening van beide virussen 7 dagen of meer bedroeg. Bij enting van 105 TCID50 
Polyomavirus trad interferentie met dezelfde dosis 'vesicular stomatitis'-virus 
al op na een interval van 2 dagen. 
Niet altijd worden de beste resultaten verkregen, wanneer een grotere dosis 
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van het interfererende virus wordt geënt. Kawecki (1964) bijvoorbeeld con-
stateerde, dat na enting van een onverdunde suspensie van 'tick-borne ence-
phalitis'-virus in een kweek van 'Detroit 6' cellen de cellen minder goed 
waren beschermd tegen infectie met poliovirus dan na enting van een sus-
pensie, die 1 : 10.000 was verdund. 'Detroit 6' is een cellijn, die afkomstig is 
van beenmerg van een patiënt met longcarcinoom. 
DOSIS VAN HET 'CHALLENGE' VIRUS. De graad van interferentie hangt samen 
met de dosis van het 'challenge' virus. Ter illustratie wijzen wij op de uit-
komsten van het onderzoek van Lycke (tabel 4). Na toediening van een kleine 
dosis 'challenge' virus (102 TCID50 Coxsackie B-virus type 3) werd een veel 
sterkere interferentie waargenomen dan na toediening van een grotere dosis 
(104 TCID50). De dosis van het 'challenge' virus is aan een minimum ge-
bonden. Ze moet een duidelijk effect veroorzaken in controleproeven, waarin 
geen interfererend virus wordt gebruikt. Een zeer grote dosis 'challenge' virus 
kan onder bepaalde omstandigheden de voorsprong van het interfererend 
virus teniet doen. Interferentie blijft dan uit. Ledinko (1963) toonde dit aan 
in kweken van HeLa-cellen, die met een constante dosis poliovirus type 2 
waren geïnfecteerd. Na 50 minuten werd 'challenge' poliovirus type 1 in 
verschillende doseringen toegevoegd. Er trad interferentie op na toediening 
van een dosis 'challenge' virus met een multipliciteit ( = verhouding tussen 
aantal toegediende infectieuze eenheden en aantal cellen) van 2,7. Na toe-
diening van een dosis met een multipliciteit van 190 bleef interferentie uit. 
MECHANISME VAN INTERFERENTIE 
Er zijn geen aanwijzingen, dat virussen buiten een cel op elkaar inwerken. 
Enkele onderzoekers vonden aanwijzingen, dat het proces van interferentie 
zich in sommige gevallen aan de oppervlakte van de cel zou voltrekken. 
Crowell (1963) verrichtte een onderzoek over interferentie tussen Coxsackie 
B-virus type 5 en andere typen Coxsackie-virussen in kweken van HeLa-
cellen. Hij toonde aan, dat adsorptie van 'challenge' virus aan en penetratie 
van 'challenge' virus in HeLa-cellen, die met Coxsackie B-virus type 5 waren 
geïnfecteerd, zeer gering was in vergelijking tot de bevindingen in niet ge-
infecteerde HeLa-cellen. De meeste onderzoekingen wijzen erop, dat het 
proces van interferentie een intracellulaire gebeurtenis moet zijn. Als voor-
beeld noemen wij een publicatie van Ledinko (1963), die een onderzoek deed 
naar interferentie tussen poliovirus type 1 en 2 in kweken van HeLa-cellen. 
Het was mogelijk de vermenigvuldiging van poliovirus type 1 ('challenge' 
virus) vrijwel volledig te onderdrukken door van tevoren poliovirus type 2 
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(interfererend virus) te enten. Het bleek, dat het 'challenge' virus in vrijwel 
dezelfde mate werd geadsorbeerd aan cellen, die met interfererend virus 
waren geïnfecteerd, als aan niet geïnfecteerde cellen. Bovendien toonde Le-
dinko aan, dat interferentie tot stand kwam, nadat het interfererende virus 
in de cel was opgenomen. De cellen werden beent met poliovirus type 2 met 
een multipliciteit van 50; 15 minuten na de enting was virus gepenetreerd in 
90% van de cellen. Twintig minuten na de enting met interfererend virus 
was slechts 10% van de cellen resistent tegen 'challenge' virus (poliovirus 
type 1); 45 minuten na de enting waren ruim 95% der cellen resistent. 
Het staat vrijwel vast, dat het proces van interferentie zich op verschillende 
wijzen kan ontwikkelen. Wij willen twee mechanismen, waaraan in de lite-
ratuur de meeste aandacht is besteed, in het kort bespreken: vorming van 
interferon en competitie ten aanzien van celreceptoren. 
INTERFERON. Isaacs en Lindenmann (1957) voegden geïnactiveerd influenza-
virus toe aan kweken van kippechorioallantoïscellen. Zij ontdekten in de 
vloeistof rond de geïnfecteerde cellen een stof, die in staat bleek deze en 
andere cellen tegen infectie met levend influenzavirus te beschermen. Zij 
noemden deze stof interferon. In de hierop volgende jaren zijn zeer vele 
onderzoekingen over interferon verricht. In dit proefschrift hebben wij er 
niet naar gestreefd een overzicht te geven van de zeer uitgebreide literatuur 
op dit gebied. Slechts enkele aspecten, die voor ons onderzoek en ter algemene 
oriëntatie van belang zijn, worden besproken. Voor een uitvoeriger over-
zicht van de literatuur over interferon verwijzen wij naar een aantal samen-
vattende overzichten van de laatste jaren (Ho 1962; Hilleman 1963; Wagner 
1963; Gispen 1964; Ho 1964; de Somer 1964; Isaacs 1965; Wagner 1965). 
Interferon is een celproduct, waarvan de vorming door de meest uiteen-
lopende virussen kan worden opgewekt. Zowel infectieuse als geïnactiveerde 
virussen kunnen interferonvorming induceren. Interferon kan worden geprodu-
ceerd in vivo in verschillende organen en in vitro in verschillende soorten cellen. 
Enkele voorbeelden willen wij noemen. Poliovirus type 2 kan interferon op-
wekken in kweken van menselijke niercellen (Ho e.m. 1959), mazelenvirus in 
kweken van menselijke amnioncellen (De Maeyer e.m. 1961), vacciniavirus 
in kweken van muize-embryocellen (Glasgow e.m. 1962), influenza A-virus 
in allantoïscellen van bebroede kippe-eieren (Wagner 1961), Coxsackie 
B-virus type 1 in hersenen en andere organen van muizen (Heineberg e.m. 
1964) en Sindbisvirus in lever en andere organen van konijnen (Kono e.m. 
1965). Interferon wordt niet in elk cel-virus systeem gevormd. Een duidelijk 
voorbeeld hiervan beschreef Hermodsson (1964). Hij deed proeven met 2 
stammen van Parainfluenzavirus type 3. Stam 23, een parainfluenzavirusstam 
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van het rund, wekte in kweken van kalfsniercellen geen interferon op, in 
kweken van varkensniercellen wel. In kweken van kalfsniercellen werd wel 
interferon gevormd na infectie met stam 2225, een parainfluenzavirusstam 
van de mens. 
Waarschijnlijk wordt er door cellen, die van dezelfde species afkomstig 
zijn, één soort interferon gemaakt als reactie op verschillende virussen. De 
eigenschappen van interferon, dat door cellen van verschillende species is 
gevormd, kunnen evenwel verschillen. Het is namelijk gebleken, dat de 
werking van interferon in vrij sterke mate specifiek is voor de species, waar-
van de interferon vormende cellen afkomstig zijn. Interferon uit geïnfecteerde 
kippecellen bijvoorbeeld, werkt het sterkste in kippecellen, en veel minder 
goed in cellen van aap, kalf (Tyrrell 1959), eend (Wagner 1961) of muis 
(Gifford 1963). Cellen, die aan interferon zijn blootgesteld, zijn in meerdere 
of mindere mate beschermd tegen infectie met virus. Interferon heeft een 
breed antiviraal spectrum; de stof biedt bescherming tegen infectie met 
virussen van verschillende groepen (Isaacs e.m. 1957). 
Interferon is geen virus of viruscomponent. De stof wordt niet geneutrali-
seerd door antiserum tegen het virus, waardoor het is opgewekt. Het kan door 
middel van centrifugeren bij een snelheid van 30.000 omwentelingen per 
minuut niet worden gesedimenteerd. Het kan zich in cellen niet vermenig-
vuldigen. Interferon bezit de eigenschappen van een proteïne. De stof is niet 
dialyseerbaar. Het is neer te slaan in een oplossing van 60% ammonium-
sulfaat. Door inwerking van trypsine of andere eiwitsplitsende enzymen ver-
liest het zijn biologische activiteit (Lampson e.m. 1963). 
Het exacte werkingsmechanisme van interferon is nog niet bekend. Inter-
feron inactiveert extracellulair virus niet. Het werkt via de cel op de virus-
vermenigvuldiging (Wagner 1961). Uit het feit, dat interferon de vermenig-
vuldiging van poliovirus-RNA in gelijke mate kon remmen als het complete 
poliovirus, concludeerden de Somer en medewerkers (1962), dat het aan-
grijpingspunt van interferon niet in de eerste fasen van de virusvermenigvul-
diging lag, maar in een later stadium. Interferon verhinderde niet de adsorptie 
van virus aan de cel of de penetratie van virus in de cel, maar wel de 
synthese van de bouwstoffen van het virus of de samenstelling hiervan tot 
compleet virus. Latere onderzoekingen hebben uitgewezen, dat het aangrij-
pingspunt van interferon ligt bij de synthese van het specifieke ribonucleïne-
zuur van het virus (Lockart e.m. 1962; Levy e.m. 1963; Taylor 1965). 
De laatste jaren is gebleken, dat niet alleen virussen, maar ook andere 
agentia in staat zijn interferon of interferon-achtige producten op te wekken, 
zoals celvreemd nucleïnezuur (Rotem e.m. 1963), bacteriën (Youngner e.m. 
1964), en statolon (Kleinschmidt e.m. 1964). 
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COMPETITIE TEN AANZIEN VAN CELRECEPTOREN. Na de ontdekking van inter-
feron in 1957 werd de vorming van deze stof beschouwd als de belang-
rijkste verklaring voor het verschijnsel van interferentie. Er blijkt echter in 
sommige gevallen van interferentie geen interferon in celkweek of proefdier 
aantoonbaar te zijn, bijvoorbeeld bij interferentie tussen Parainfluenzavirus 
type 3 en Sendai-virus in kweken van kalfsniercellen (Hermodsson 1964), 
tussen poliovirus type 1 en 2 in kweken van HeLa-cellen (Ledinko 1963), en 
tussen 'lymphocytic choriomeningitis'-virus en 'eastern equine encephalo-
myelitis'-virus in muizen (Wagner e.m. 1962). Welk mechanisme in deze ge-
vallen aan de interferentie ten grondslag ligt, is niet met zekerheid bekend. 
Veelal wordt gedacht aan competitie ten aanzien van celreceptoren. Dit is een 
theorie, die stamt van vóór 1957 (Ziegler e.m. 1944; Ledinko e.m. 1954). 
Na de ontdekking van interferon is deze theorie blijven bestaan als een ver-
klaringswijze voor een deel der gevallen van interferentie (Crowell e.m. 1961; 
Cords e.m. 1964*). Men veronderstelt, dat er op of in de cel receptoren aan-
wezig zijn, die door viruspartikels kunnen worden bezet. Wanneer de recep-
toren van een cel door virus zijn bezet, zal de betreffende cel niet meer 
ontvankelijk zijn voor infectie met een tweede virus. Wanneer 2 verschillende 
virussen worden gebracht bij niet geïnfecteerde cellen, waarvan dus de 
receptoren nog vrij zijn, zullen deze virussen in competitie treden omtrent 
bezetting van de receptoren. Bij interferentieproeven in celkweken of proef-
dieren verkrijgt het interfererende virus een voorsprong in tijd en (of) dosis 
op het 'challenge' virus. Dit betekent een voorsprong in het bezetten van 
celreceptoren. Na enting van het 'challenge' virus zal alleen competitie kunaen 
optreden omtrent nog vrije receptoren. Het resultaat is een sterke vermenig-
vuldiging van het interfererende virus en een achterblijven in vermenigvuldi-
ging van het 'challenge' virus. De veronderstelling, dat interferentie zou kun-
nen berusten op competitie ten aanzien van celreceptoren, vindt steun in de 
waarneming, dat onder bepaalde omstandigheden een voorsprong van een 
interfererend virus kan worden overgenomen door een 'challenge' virus. Als 
voorbeeld noemen wij proeven van Cords en Holland (1964*). Deze onder-
zoekers gebruikten poliovirus als interfererend virus en Coxsackie B-virus als 
'challenge' virus. Als de virussen met een interval van 1 uur of meer aan een 
celkweek werden toegevoegd, trad interferentie op. Wanneer het interval 
echter 2% uur bedroeg en tegelijk met Coxsackie B-virus guanidine aan de 
celkweek werd toegevoegd, was er nauwelijks interferentie waarneembaar; de 
opbrengst van Coxsackie B-virus was slechts weinig lager dan die in cellen, 
waaraan geen poliovirus was toegevoegd. Guanidine is in staat de RNA syn-
these van poliovirus sterk te verminderen, maar is niet werkzaam tegen Cox-
sackie B-virus (Holland 1963). Door onderdrukking van de vermenigvuldi-
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ging van het interfererende virus, in casu poliovirus, kreeg het ‘chaUenge’ 
virus, in casu Coxsackie B-virus, de overhand. Cords en Holland spreken 
van omkering der interferentie. Deze waarneming wijst er volgens hen op, 
dat de interferentie in dit geval berust op competitie ten aanzien van cel- 
receptoren. De omkering had niet kunnen plaatsvinden, indien de inter­
ferentie zou zijn veroorzaakt door een stabiel proteïne (interferon).
ISO LA TIE VAN VIRUSSEN DOOR M IDDEL VAN 
INTERFEREN TIEPRO EVEN
Van het interferentievermogen van virussen is gebruik gemaakt bij proeven 
om virus te isoleren bij patiënten. Materiaal van patiënten, die vermoedelijk 
aan een virusziekte leden, werd geënt in celkweken. Enige tijd later werd 
hieraan een bepaalde dosis ‘challenge’ virus toegevoegd. Hiervoor werd een 
virus gekozen, dat een duidelijk effect veroorzaakte. Remming van het effect 
duidde op de aanwezigheid van een interfererend agens in het materiaal van 
de desbetreffende patiënt. Door middel van de gebruikelijke virologische tech­
nieken (o.a. passages in celkweken, filtratie door filters met poriën van 
verschillende grootte en serologische reacties) werd vervolgens bepaald of het 
interfererende agens een virus was. Enkele jaren geleden zijn op deze wijze 
enige virussen (verwekkers van verkoudheid en rubeola) geïsoleerd, die voor­
dien alleen waren aangetoond door middel van proeven op mensen en apen. 
Aangezien deze vondsten de grondslag vormden voor onze studie, lijkt het 
ons van belang hiervan een vrij uitvoerige beschrijving te geven. I ,J
is o l a t ie  VAN RHiNOViRüssEN. Het is reeds vrij lang bekend, dat verkoudheid 
door virussen wordt veroorzaakt. Toediening van keel- of neussecreet van 
verkouden personen aan gezonde vrijwilligers veroorzaakte verkoudheid. De 
besmettelijkheid bleef behouden na passage van het secreet door filters, die 
bacteriën tegenhielden (Andrewes 1949). Materiaal, dat 10 maal was ge­
passeerd in kweken van menselijke embryonale longcellen en bij deze hande­
lingen tenminste 105 was verdund, was nog infectieus voor vrijwilligers (An­
drewes e.m. 1953). Hieruit kon woren afgeleid, dat het agens, dat verkoud­
heid verwekte, een virus moest zijn. Het was echter niet mogelijk het virus 
door middel van de gebruikelijke methoden (op grond van een cytopatholo- 
gisch effect of met behulp van de hemagglutinatie- of hemadsorptiereactie) 
in celkweken aan te tonen.
In 1960 entten Tyrrell en medewerkers neusspoelvloeistof van verkouden 
en gezonde personen in verse kweken van kalfsniercellen, apeniercellen, men­
selijke embryonale niercellen en menselijke schildkliercellen. Na een incu­
batieperiode van 2 tot 8 dagen werden hieraan vervolgens ‘challenge’ virussen, 
namelijk echovirus type 11 en parainfluenzavirus type 1, toegevoegd. Het 
doel hiervan was te onderzoeken of onder invloed van virus uit neussecreet 
de vermenigvuldiging van deze ‘challenge’ virussen werd geremd. Het onder­
zoek viel positief uit. In kweken van menselijke embryonale niercellen, die 4 
tot 5 dagen tevoren met neussecreet van patiënten waren beënt, werd een 
duidelijke vermindering van de opbrengst van de beide ‘challenge’ virussen 
gevonden in vergelijking tot celkweken, die met neussecreet van gezonde per­
sonen waren geïncubeerd. De opbrengsten werden gemeten door middel van 
de hemagglutinatiereactie.
Vier virusstammen werden vervolgens 8 maal in verse kweken van mense­
lijke embryonale niercellen gepasseerd. Van 3 stammen kon met materiaal uit 
nagenoeg elke passage interferentie worden aangetoond (Hitchcock e.m. 
1960). Deze 3 virusstammen gaven ook in proeven op vrijwilligers positieve 
resultaten. De gevoeligheid in interferentieproeven was evenwel groter. Posi­
tieve interferentie werd verkregen in het grootste deel van de beënte proef- 
buizen, terwijl bij vrijwilligers niet meer dan 20% der geïnfecteerde personen 
verkouden werd (Tyrrell, Bynoe e.m. 1960). In het verloop van dit onderzoek 
werd toevallig ontdekt, dat rhinovirussen een cytopathologisch effect kunnen 
veroorzaken in kweken van apeniercellen en menseniercellen, die zijn voorzien 
van een zwak zuur onderhoudsmedium (Tyrrell en Parsons 1960). Dè lagere 
zuurgraad werd verkregen door verlaging van de concentratie van bicarbonaat 
in het onderhoudsmedium van 0,16% tot beneden 0,1%. Incubatie in een 
draaiende trommel bij 33° C leidde tot versterking van het effect? Als gevolg 
van de ontdekking van het cytopathologische effect wordt voor isolatie van 
rhinovirussen de interferentietechniek niet langer toegepast.
is o l a t ie  van rubeolavirus . Op grond van proeven op vrijwilligers met 
gefiltreerd materiaal van patiënten (Hiro e.m. 1938; Anderson 1949; Krug- 
man e.m. 1953) bestond reeds lang het vermoeden, dat de verwekker van 
rubeola een virus moest zijn. Het was echter niet mogelijk het virus door 
middel van de conventionele kweektechnieken aan te tonen. Weliswaar deelde 
Anderson in 1954 mee, dat het virus zich in kweken van apeniercellen zou 
kunnen vermenigvuldigen en hierin een cytopathologisch effect zou veroor­
zaken, maar deze bevinding is later door andere onderzoekers niet bevestigd. 
Pas in 1962 is het dank zij de toepassing van interferentieproeven aan Ameri­
kaanse onderzoekers (Parkman e.m. 1962) gelukt het rubeolavirus op ondub­
belzinnige wijze in celkweken aan te tonen. Parkman en medewerkers ver­
richtten proeven met keelsecreet van patiënten met rubeola, dat op de eerste 
of tweede dag na het uitbreken van het exantheem was verzameld. Het seavet
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werd direct of na opslag bij - 65° С geënt op verse kweken van apenier-
cellen en menselijke embryonale niercellen. Zeven tot 14 dagen na de enting 
werd 'challenge' virus toegevoegd: 10.000 TCID,0 echovirus type 11. Secreet 
van 16 van de 20 patiënten met duidelijke rubeolaverschijnselen veroorzaakte 
interferentie in kweken van apeniercellen, echter niet in kweken van mense-
lijke embryonale niercellen. Zowel tijdens de eerste enting als na een of meer 
passages van keelsecreet in kweken van apeniercellen kon interferentie worden 
aangetoond. 
De bevindingen van Parkman en medewerkers zijn door vele onderzoekers 
bevestigd (o.a. Veronelli e.m. 1962; Piotkin e.m. 1963; Rozee e.m. 1963; 
Wabeke 1964). Bij latere onderzoekingen is gebleken dat rubeolavirus ook 
in andere celkweken en met andere 'challenge' virussen kan interfereren. In 
kweken van apeniercellen is bijvoorbeeld interferentie waargenomen met Cox-
sackie- en poliovirussen (Sigurdardottir e.m. 1963) en met 'Newcastle disease'-
virus (Marcus e.m. 1965). Het virus kan interfereren met echovirus type 11 
in kweken van menselijke schildkliercellen (McCarthy e.m. 1963) en — in 
tegenstelling tot vroegere bevindingen — ook in kweken van menselijke 
embryonale niercellen (Parkman e.m. 1964). Verder is interferentie waarge-
nomen met Sindbisvirus in kweken van de continue cellijn HEp-2, die afkom-
stig is van larynxcarcinoom van een man (McCarthy e.m. 1963) en met 
herpes simplex-virus in kweken van de diploide celstam WI-38, die afkomstig 
is van menselijk embryonaal longweefsel (Piotkin e.m. 1965). Of interferentie 
wordt opgewekt en in welke mate, is afhankelijk van de soort cellen, die wordt 
gebruikt. Parkman en medewerkers (1964) konden bijvoorbeeld wel inter-
ferentie aantonen in kweken van apeniercellen, echter niet in kweken van de 
diploide celstam WI-26, die afkomstig is van menselijk embryonaal long-
weefsel; echovirus type 11 werd als 'challenge' virus gebruikt. Het optreden 
van interferentie is verder afhankelijk van de virussoort, die als 'challenge' 
wordt gebruikt. Kweken van apeniercellen, waarin rubeolavirus was geënt, 
waren op de 4e tot 7e dag na de enting geheel resistent tegen echovirus type 
11, gedeeltelijk resistent tegen herpes simplex-virus en niet resistent tegen 
adenovirus; in alle gevallen werd dezelfde dosis 'challenge' virus (100 TCID,.0) 
gebruikt (Parkman e.m. 1964). 
Reeds spoedig na de isolatie van rubeolavirus met behulp van de inter-
ferentietechniek bleek het, dat de aanwezigheid van het virus ook kan worden 
herkend op grond van een cytopathologisch effect. Na enting op kweken van 
de cellijn RK 13, die afkomstig is van konijnenierweefsel, trad constant een 
duidelijk cytopathologisch effect op (McCarthy e.m. 1963). In verse kweken 
van menselijke amnioncellen werd ook een effect gezien, maar dit effect was 
minder duidelijk en constant (Weller e.m. 1962). 
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ISOLATIE VAN ANDERE VIRUSSEN. Onderzoek op interferentie is ook bruik-
baar voor isolatie van andere virussen. Wij willen in dit verband wijzen 
op een mededeling van een Poolse onderzoeker (Kawecki 1964). Deze onder-
zoeker verrichtte virologisch onderzoek bij een 7-jarige jongen met verschijn-
selen van encephalitis. Bloed en liquor cerebrospinalis werden geënt op en 
daarna gepasseerd in kweken van de 'Detroit 6'-cellijn. In het verloop van de 
eerste en tweede passage bleken de cellen volledig beschermd te zijn tegen 
infectie met poliovirus type 1. In het verloop van 20 volgende passages was 
de bescherming partieel. Het geïsoleerde agens kon worden geïdentificeerd 
als 'tick-borne encephalitis'-virus. 
STIMULERING 
Onder stimulering verstaat men het verschijnsel, dat een virus de vermenig-
vuldiging van een ander virus bevordert en (of) het effect van dit virus op de 
gastheer versterkt. Stimulering kan plaatsvinden bij gelijktijdige infecties met 
twee virussen, die immunologisch nauw verwant zijn, echter ook bij infecties 
met immunologisch niet verwante virussen. Ook bacteriën en protozoën 
kunnen een stimulerend effect uitoefenen (o.a. Gledhill e.m. 1955; Kilham 
e.m. 1961). Het verschijnsel is waargenomen bij proeven op dieren en in cel-
kweken. Evenals interferentie, vindt stimulering alleen onder bepaalde om-
standigheden plaats. Verschillende factoren, zoals de dosis virus en de duur 
van het interval tussen de toediening van twee virussen, zijn hierbij van bete-
kenis. De literatuur over stimulering van virussen is veel minder uitgebreid 
dan die over interferentie. Een algemeen aanvaarde term voor het verschijnsel 
van stimulering heeft nog geen ingang gevonden. De meeste onderzoekers 
spreken van versterking ('enhancement') van het viruseffect of van bevorde-
ring van virusvermenigvuldiging. Japanse onderzoekers (Kumagai e.m. 1958), 
die hebben waargenomen, dat varkenspestvirus een stimulerend effect uit-
oefent op 'Newcastle disease'-virus, noemden dit verschijnsel 'exaltation'. 
In tabel 5 zijn de uitkomsten van een aantal onderzoekingen over stimu-
lering van virussen in celkweken samengevat. In de tabel is aangegeven, 
welke virussen zijn gebruikt en in welke soort cellen het onderzoek is verricht. 
Tabel 5 is ingedeeld in groepen, zoals is opgegeven in tabel 1. Voorzover ons 
bekend, zijn er in de literatuur geen mededelingen over stimulering gedaan, 
waarbij arbo- en (of) reovirussen betrokken zijn. 
MECHANISME VAN STIMULERING 
Men vermoedt, dat het verschijnsel van stimulering door verschillende mecha-
nismen kan worden veroorzaakt. Enkele mechanismen, die aansprakelijk 
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TABEL 5. Voorbeelden van stimulering door virussen in celkweken. 
Virusgroep 
Papovavirussen 
Adenovirussen 
Herpesvirussen 
Poxvirussen 
Picornavirussen 
Myxovirussen 
Stimulerend 
virus 
'Simian virus' 
40 
'Simian virus' 
15 
Adenovirus 
type 2, 3, 7 en 
12 
Mutant van her-
pes simplex-virus 
Koepokvirus 
Coxsackie 
B-virus type 1; 
poliovirus 
type 1 en 2 
Bofvirus 
Parainfluenza-
virus type 3 
Parainfluenza-
virus type 3 
Mutant van 
'Newcastle 
disease'-virus 
Parainfluenza-
virus type 1 
Sendaivirus 
Virus, dat gesti-
muleerd wordt 
Adenovirus 
type 5 en 12 
'Adeno asso-
ciated'-virus 
Adenovirus 7 -
'simian virus' 
40 hybride 
Herpes simplex-
: virus 
'Newcastle 
disease'-virus 
Poliovirus 
type 1 
Sindbisvirus 
'Newcastle 
disease'-virus 
Poliovirus 
type 1 
'Newcastle 
disease'-virus 
Influenza 
A-virus; 
Parainfluenza-
virus type 1 
'Vesicular 
stomatitis'-virus 
Celkweek 
Kweek van 
apeniercellen 
Kweek van 
apeniercellen 
Kweek van 
apeniercellen 
Kweek van 
hondeniercellen 
Kweek van 
kippe-embryo-
cellen 
Kweek van 
HeLa-cellen 
Kweek van 
kippe-embryo-
cellen 
Kweek van 
kalfsniercellen 
Kweek van 
kalfsniercellen 
Kweek van 
kippe-embryo-
cellen 
Kweek van 
kippe-chorio-
allantoïscellen 
Kweek van 
kippe-embryo-
cellen 
Literatuur 
Rabson e.m. 
1964 
Atchison e.m. 
1965 
Rowe 1965; 
Rapp e.m. 1965 
Roizman e.m. 
1965 
Ghendon 1965 
Cords e.m. 
1964** 
Frothingham 
1963 
Hermodsson 
1963 
Hermodsson 
1964 
Ghendon 1965 
Kato e.m. 1965 
Valle e.m. 1965 
Virussen, die 
niet geklasseerd 
zijn in een der 
groepen van 
tabel 1 
Varkenspest-
virus 
'Rous asso-
ciated'-virus 
'Virus diarrhea'-
virus 
'Lymphocytic 
chjoriomenlin-
gitis'-virus 
'Newcastle 
disease'-virus 
Rous sarcoma-
virus 
'Newcastle 
disease'-virus 
Rabiesvirus 
Kweek van 
varkens-
testiscellen 
Kweek van 
kippe-embryo-
cellen 
Kweek van 
rundertestis-
cellen 
Kweek van 
WI-38 cellen 
Kumagai e.m. 
1958 
Hanafusa e.m. 
1963 
Inaba e.m. 
1963 
Koprowski e.m. 
1966 
worden gesteld, willen wij in het kort bespreken: (1) onderdrukking van de 
vorming van interferon; (2) vorming van onmisbare enzymen; (3) vorming 
van een stimulerende stof; (4) hulp bij de rijping van virusdeeltjes. 
ONDERDRUKKING VAN DE VORMING VAN INTERFERON. Er Zijn aanwijzingen, dat 
onderdrukking van de vorming van interferon oorzaak kan zijn van stimu-
lering van virusvermenigvuldiging. Uit een onderzoek van Hermodsson (1963) 
bleek, dat 'Newcastle disease'-virus zich slecht vermenigvuldigde in kweken 
van kalfsniercellen. Dit berustte vermoedelijk op de vorming van interferon 
en het optreden van auto-interferentie. Wanneer tegelijk met 'Newcastle 
disease'-virus Parainfluenzavirus type 3 op kweken van deze cellen werd 
gebracht, vond er een veel sterkere vermenigvuldiging van 'Newcastle disease'-
virus plaats; de opbrengst van het virus was ongeveer 100 maal zo groot. Er 
was in deze kweken geen interferon aantoonbaar. Wanneer uitsluitend Para-
influenzavirus type 3 in kweken van kalfsniercellen werd geënt, was evenmin 
interferon aantoonbaar, ook niet onder omstandigheden, die gunstig waren 
voor de productie van interferon, zoals een zwak zuur medium en een incu-
batietemperatuur, die iets hoger was dan de optimale temperatuur voor virus-
groei (Ruiz-Gomez e.m. 1963). Hermodsson veronderstelde, dat Parainflu-
enzavirus type 3 de vorming van interferon onderdrukt en dat tengevolge 
hiervan het 'Newcastle disease'-virus zich onbelemmerd kan vermenigvuldigen. 
Deze opvatting werd gesteund door de uitkomsten van een ander experiment. 
Het bleek, dat de opbrengst van 'Newcastle disease'-virus ook toenam, als 
in plaats van Parainfluenzavirus type 3 actinomycine D aan de kweek werd 
toegevoegd. Actinomycine D is een stof, die de vorming van interferon remt 
(Wagner 1964). 
Behalve Hermodsson hebben ook Lindenmann (1960) en Wagner en 
Huang (1966) aangetoond, dat een virus in staat is productie van interferon 
te remmen. Lindenmann toonde interferon aan in kweken van kippechorio-
allantoïscellen, waaraan geïnactiveerd influenzavirus was toegevoegd. Indien 
vóór, gelijktijdig met, of kort na toediening van geïnactiveerd influenzavirus 
infectieus influenzavirus in de celkweek werd gebracht, bleef interferon-
vorming uit. Wagner en Huang toonden aan, dat 'vesicular stomatitis'-virus 
in een kweek van carcinoomcellen (de Krebs-2 cellijn) de vorming van inter-
feron door 'Newcastle disease'-virus kon remmen. Dat in celkweken, waar-
aan actinomycine D is toegevoegd, de productie van interferon is geremd en 
tengevolge hiervan de opbrengst van virus is verhoogd, is door verschillende 
onderzoekers aangetoond (Heller 1963; Levine 1964; Matumoto e.m. 1965). 
VORMING VAN ONMISBARE ENZYMEN. Het is waarschijnlijk, dat stimulering van 
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virusvermenigvuldiging ook tot stand kan komen door vorming van onmisbare 
enzymen. Cords en Holland (1964**) passeerden poliovirus type 1 herhaalde 
malen in kweken van HeLa-cellen, waaraan guanidine was toegevoegd. Er 
werd op deze manier een mutant van poliovirus gevonden, die voor zijn ver-
menigvuldiging in HeLa-cellen afhankelijk was van de aanwezigheid van 
guanidine. Het bleek dat cellen, die met deze mutant waren geïnfecteerd, in 
afwezigheid van guanidine geen RNA-polymerase vormden, dat noodzakelijk 
is voor de virusvermenigvuldiging. Bij aanwezigheid van guanidine werd wel 
RNA-polymerase gevormd, en kon het virus zich normaal vermenigvuldigen. 
Behalve bij aanwezigheid van guanidine bleek het guanidine-afhankelijke polio-
virus type 1 zich ook in HeLa-cellen te kunnen vermenigvuldigen, wanneer ge-
lijktijdig poliovirus type 2 of een ander enterovirus werd toegediend. Poliovirus 
type 2 induceerde in HeLa-cellen de vorming van RNA-polymerase. Cords en 
Holland hebben nu aangenomen, dat het door poliovirus type 2 geïnduceerde 
enzym niet alleen leidde tot groei van het 'homologe' virus, dat het enzym had 
opgewekt, maar ook tot de groei van het tegelijk geënte guanidine-afhan-
kelijke poliovirus. 
VORMING VAN EEN STIMULERENDE STOF. Enkele onderzoekers hebben gevon-
den, dat er in sommige gevallen na infectie met virus een stof wordt gevormd, 
die de vermenigvuldiging van virus stimuleert. Kato en medewerkers (1965) 
isoleerden uit allantoïsvocht van kippe-eieren, die 6 tot 48 uur tevoren met 
Parainfluenzavirus type 1 waren geïnfecteerd, een stof met een werking tegen-
overgesteld aan die van interferon. Evenals interferon bleek de stof geen 
virus of virusdeeltje te zijn, maar een celproduct, dat gevormd werd na in-
werking van het virus. De stof was in staat de productie van hemagglutinmen 
door Parainfluenzavirus type 1 en influenzavirus type A in kweken van kippe-
chorioallantoïscellen sterk te vergroten, wanneer zij tegelijk met of eerder dan 
het virus op de cellen werd gebracht. In allantoïsvocht, dat later dan 48 uur 
na infectie met Parainfluenzavirus type 1 was geoogst, was geen stimulerende 
stof meer aantoonbaar. Daarentegen kon dan wel interferon uit het allantoïs-
vocht worden geïsoleerd. Over de aard en werking van deze stimulerende stof 
is nog niets bekend. 
Ook Ghendon (1965) vond een stof, die de vermenigvuldiging van virus 
stimuleerde. Hij isoleerde de stof uit kweken van kippe-embryocellen na 
infectie met koepokvirus en na infectie met een 'Newcastle disease'-virusstam, 
die geen interferon kon opwekken. Ghendon veronderstelde, dat de stof werkt 
door remming van de werking van interferon. De vorming van interferon 
wordt niet geremd. Deze veronderstelling is gebaseerd op proeven in kweken 
van kippe-embryocellen met een 'Newcastle disease'-virusstam, die wel inter-
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feron kon opwekken. De virusopbrengst van de interferon inducerende stam 
in kweken van kippe-embryocellen, die waren voorbehandeld met de virus-
stimulerende stof, was duidelijk hoger dan de opbrengst in celkweken, die 
met controlevloeistof waren voorbehandeld. De interferontiter bereikte in 
beide gevallen dezelfde waarde. Uit een andere controleproef bleek, dat de 
gebruikte virusstam gevoelig was voor de werking van interferon. Ook over 
de door Ghendon geïsoleerde virusstimulerende stof is verder nog niets 
bekend. 
HULP BIJ DE RIJPING VAN VIRUSDEELTJES. Een vierde mechanisme ter ver-
klaring van het fenomeen van virusstimulering komt tot uiting in de waar-
nemingen, dat het éne virus hulp kan bieden bij de rijping van deeltjes van 
een ander virus. Vogt en Rubin hebben in 1961 uit een suspensie van Rous 
sarcoma-virus een tweede virus geïsoleerd. Het bleek, dat dit nieuwe virus 
nodig was voor de normale ontwikkeling van infectieus Rous sarcoma-virus 
(Rubin e.m. 1962). Het nieuwe virus werd 'Rous associated'-virus genoemd. 
Hanafusa en medewerkers (1963, 1964) toonden aan, dat kweken van kippe-
embryocellen, die met Rous sarcoma-virus waren geïnfecteerd, zonder hulp 
geen infectieus virus konden produceren; het virus was deficiënt. Zij noemden 
de cellen, die met deficiënt virus waren geïnfecteerd: 'non producer'-cellen. 
Na toediening van 'Rous associated'-virus aan 'non producer'-cellen kwam wel 
infectieus Rous sarcoma-virus vrij. Het 'Rous associated'-virus werd door hen 
daarom helpervirus genoemd. Ook culturen van 'non producer'-cellen, die 
gedurende lange tijd waren voortgekweekt, waren nog in staat infectieus Rous 
sarcoma-virus te produceren, mits helpervirus werd toegediend. Het bleek 
verder, dat infectieus Rous sarcoma-virus kon worden gevormd door het 
merendeel, zo niet door alle 'non producer'-cellen. Hieruit werd de conclusie 
getrokken, dat het genoom van het deficiënte Rous sarcoma-virus zich in de 
'non producer'-cellen zonder tussenkomst van het helpervirus kon vermenig-
vuldigen en op deze wijze van de éne cel op de andere kon overgaan; het 
helpervirus diende voor de rijping van het deficiënte virus. Hanafusa en 
medewerkers toonden aan, dat de rijping bestond uit een omhulling van het 
genoom van het deficiënte virus met een eiwitmantel, die door het helpervirus 
was geproduceerd. Het 'Rous associated'-virus is een vertegenwoordiger van 
de groep van de leucosevirussen van vogels. Het is gebleken, dat behalve 
het 'Rous associated'-virus, ook andere leucosevirussen van vogels als helper-
virus voor het Rous sarcoma-virus kunnen fungeren. 
Onlangs is erop gewezen, dat waarschijnlijk ook bij de vermenigvuldiging 
van sommige adenovirussen helpervirussen een rol spelen. Uit onderzoekingen 
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van Huebner en medewerkers (1964), Rowe en Baum (1964), en Rapp en 
medewerkers (1964) bleek, dat een bepaalde stam van adenovirus type 7, 
stam L.L., tumoren bij hamsters kan veroorzaken, die wat de antigene eigen-
schappen betreft, overeenkomen met tumoren, die door 'simian virus' 40 
worden teweeg gebracht. Na enting van stam L.L. in celkweken wordt even-
eens een antigeen gevormd, dat identiek is aan het tumorantigeen van 'simian 
virus' 40. Er waren geen aanwijzingen, dat stam L.L. bestond uit een mengsel 
van 2 infectieuze stammen, adenovirus type 7 en 'simian virus' 40. De 
werking van stam L.L. kon worden geneutraliseerd door antiserum tegen 
adenovirus type 7, niet door antiserum tegen 'simian virus' 40. Op grond van 
deze proeven nam men aan, dat er tijdens vroegere passages van stam L.L. 
in kweken van apeniercellen een hybride was gevormd tussen adenovirus 
type 7 en 'simian virus' 40; het laatstgenoemde virus komt dikwijls van nature 
voor in kweken van apeniercellen. De term hybride werd gebruikt om een 
stabiele viruspopulatie aan te duiden, die kenmerken van twee verschillende 
'ouder'-virussen bezit, maar door een eiwitmantel van slechts één der beide 
ouders omhuld is. De term impliceerde niet, dat er een directe wissel-
werking tussen de nucleïnezuren van de beide 'ouder'-virussen had plaats ge-
vonden (Butel e.m. 1966). Stam L.L. bleek zich goed te kunnen vermenig-
vuldigen in apeniercellen, echter niet in humane embryonale niercellen. Door 
passage in laatstgenoemde cellen verloor de stam het vermogen in celkweken 
tumorantigeen van 'simian virus' 40 te induceren; de resterende progeniteit 
toonde slechts een geringe groei. 
Deze gegevens, gecombineerd met de bevindingen van Rabson en medewer-
kers (1964), die waarnamen dat vermenigvuldiging van adenovirus type 5 en 
12 in apeniercellen werd gestimuleerd door 'simian virus' 40, leidden tot de 
ontdekking, dat stam L.L. bestaat uit een mengsel van adenovirus type 7 parti-
kels en van hybride partikels van adenovirus type 7 en 'simian virus' 40. De 
hybride partikels waren deficiënt (Rowe en Baum 1965). Ze konden zich 
alleen in apeniercellen vermenigvuldigen, indien adenovirus aanwezig was. 
Niet alleen adenovirus type 7, maar ook andere typen adenovirussen (type 2, 
3 en 12) konden de groei van de hybride partikels stimuleren (Rowe 1965; 
Rapp e.m. 1965). De stimulerende werking van verschillende adenovirussen 
op de hybride stam van adenovirus type 7 en 'simian virus' 40 is te verge-
lijken met de werking van 'Rous associated'- virus op Rous sarcoma-virus. 
Ook de adenovirussen verlenen hulp bij de synthese van de eiwitmantel. Het 
bleek, dat de antigene structuur van de eiwitmantel van de hybride partikels 
van adenovirus en 'simian virus' 40 overeenstemt met de antigene structuur 
van de eiwitmantel van het type adenovirus, dat als helper optreedt. Wanneer 
bijvoorbeeld adenovirus type 2 wordt gebruikt als helpervirus voor de groei 
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van de hybride stam van adenovirus type 7 en 'simian virus' 40, wordt een 
hybride van adenovirus type 2 en 'simian virus' 40 gevormd. 
Voorzover ons bekend, zijn er in de literatuur geen mededelingen gedaan 
over onderzoekingen, waarbij — analoog aan de toepassing van inter-
ferentieproeven — stimulering is gebruikt als methode om virus bij patiënten 
op te sporen. 
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H O O F D S T U K I I 
M A T E R I A L E N EN M E T H O D E N 
CELKWEKEN 
Bij het onderzoek werd gebruik gemaakt van verse kweken van apeniercellen 
en van cellijnen, die continu worden voortgekweekt. 
De apeniercellen waren afkomstig van rhesusapen. De methoden, die in 
ons laboratorium worden toegepast voor het aanleggen van verse celkweken, 
zijn beschreven door Smeur (1961). 
Aankweekmedium voor apeniercellen: 
Kalfsserum 20 ml 
Apeserum 1 ml 
Hanks' oplossing 79 ml 
Lactalbumine hydrolysaat 0,500 g 
Penicilline 5000 E 
Streptomycine 5000 γ 
Apeserum werd toegevoegd om de verspreiding in de celkweek van virussen, 
die van nature in apeniercellen kunnen voorkomen, tegen te gaan. Wij achtten 
het mogelijk, dat in het bloed van apen, die van nature met virussen waren 
besmet, antistoffen tegen deze virussen aanwezig waren. Met het oog hierop 
werd de celkweek voorzien van serum van dezelfde aap, waarvan ook de nier 
afkomstig was. Het serum werd voor gebruik gedurende % uur op 56° С 
geïnactiveerd. 
Onderhoudsmedium voor apeniercellen: 
Paardeserum 5 ml 
Hanks' oplossing 95 ml 
Lactalbumine hydrolysaat 0,500 g 
Penicilline 5000 E 
Streptomycine 5000 γ 
De volgende cellijnen werden gebruikt: BS-C-I, HeLa en Τ 17. 
De BS-C-I-cellijn is afkomstig van nierweefsel van een Cercopithecus aap 
(Hopps e.m. 1963). De naam is afgeleid van het laboratorium, waarin de 
cellijn is ontwikkeld, de naam van de diersoort en het nummer van de cellijn, 
respectievelijk Biological Standards van de National Institutes of Health te 
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Bethesda, Verenigde Staten, Cercopithecus monkey en nummer I. Wij ont­
vingen de cellijn van Dr. С. Chany te Parijs. De methode, die voor het kweken 
en omzetten van deze cellen werd gebruikt, week in wezen niet af van de 
door Kok (1957) beschreven techniek. Ook de HeLa- en Τ 17-cellen, die 
hieronder worden beschreven, werden op deze wijze gekweekt. De BS-C-I-
cellen waren tenminste 80 maal omgezet ten tijde van het onderzoek. BS-C-I-
cellen vormen in kweken een dicht opeengepakte laag kleine, epitheloïde 
cellen van nagenoeg gelijke grootte. De cellen hebben een veelhoekige vorm; 
het cytoplasma toont een fijn korrelig aspect. 
Aankweekmedium voor BS-C-I-cellen: 
Kalfsserum 
Hanks' oplossing 
Lactalbumine hydrolysaat 
Penicilline 
Streptomycine 
Onderhoudsmedium voor BS- -I- l  
Paardeserum 
Eagle's medium 
Glutamine 0,0292 g 
Penicilline 5000 E 
Streptomycine 5000 γ 
De HeLa-cellijn is afkomstig van een cervixcarcinoom van een vrouw (Gey 
e.m. 1952). Ten tijde van het onderzoek waren de HeLa-cellen tenminste 
300 maal omgezet. HeLa-cellen vormen in kweken aaneengesloten groepen 
epitheloïde cellen van verschillende grootte. De cellen hebben een veelhoekige 
vorm; het cytoplasma is helder. Over de celkweek verspreid liggen vrij veel 
losse cellen met ronde vorm. 
Indien niet anders vermeld, had het aankweekmedium voor HeLa-cellen 
de volgende samenstelling: 
Paardeserum 5 ml 
Hanks' oplossing 95 ml 
Lactalbumine hydrolysaat 0,500 g 
Penicilline 5000 E 
Streptomycine 5000 γ 
Het onderhoudsmedium voor HeLa-cellen had dezelfde samenstelling als 
het aankweekmedium, tenzij anders vermeld. 
De Τ 17-cellijn (Tilburg, cellijn nummer 17) is afkomstig van nierweefsel 
van een konijn. De cellijn was ontwikkeld in het virologische laboratorium 
van het St. Elisabeth-ziekenhuis te Tilburg door Mej. A. Mes (Peutz-de Jong 
e.m. 1966). De primaire kweken waren aangelegd in maart 1961. Voor het 
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onderzoek werden celkweken gebruikt, die tenminste 30 maal waren omgezet. 
Τ 17-cellen vormen in kweken een aaneengesloten laag epitheloïde cellen van 
verschillende grootte. In vergelijking tot BS-C-I- en HeLa-cellen hebben Τ 17-
cellen een meer gerekte vorm. Over de celkweek verspreid liggen reuscellen 
met in het cytoplasma grote ophelderingen. 
Aankweekmedium voor Τ 17-cellen: 
Konijneserum 15 ml 
Hanks' oplossing 85 ml 
Lactalbumine hydrolysaat 0,500 g 
Penicilline 5000 E 
Streptomycine 5000 γ 
Het onderhoudsmedium voor Τ 17-cellen was op dezelfde wijze samen­
gesteld als het aankweekmedium; in plaats van 15 ml konijneserum werd 
echter 5 ml konijneserum gebruikt. 
VIRUSSTAMMEN 
Voor het onderzoek werden de volgende virusstammen gebruikt: 
Rubeolavirus, stam Gilchrist. De stam was door Dr. J. Sever te Bethesda, 
Verenigde Staten, afgezonderd uit de keel van een kind met rubeola (Sever 
e.m. 1962). Via Stockholm (mej. P. Magnussen) en Amsterdam (Dr. F. 
Dekking) kwam de stam in ons bezit. Hij had toen 17 passages in verse 
kweken van niercellen van Cercopithecus apen ondergaan. In ons laborato­
rium werd hij één maal gepasseerd in een verse kweek van niercellen van een 
Cercopithecus aap, één maal in een verse kweek van menselijke schildklier-
cellen en 10 maal in kweken van Τ 17-cellen. 
'Rabbit kidney vacuolating'-virus, prototype stam. De stam is afkomstig 
van Dr. W. P. Rowe te Bethesda, Verenigde Staten. Hij was geïsoleerd en 
vervolgens 7 maal gepasseerd in verse kweken van konijneniercellen (Hartley 
e.m. 1964). Hij werd in ons laboratorium 3 maal gepasseerd in Τ 17-cellen. 
Parainfluenzavirus type 3, stam 27.159. De stam was in 1963 in ons 
laboratorium afgezonderd uit de keel van een kind met otitis en broncho-
pneumonie. Hij was geïsoleerd in HeLa-cellen, en vervolgens één maal in 
HeLa-cellen en 3 maal in verse kweken van apeniercellen gepasseerd. 
Poliovirus type 2, stam MEF 1. De stam is afkomstig van Dr. M. Schaeffer 
te Montgomery, Verenigde Staten. Het virus werd in ons laboratorium 10 
maal gepasseerd in HeLa-cellen. 
Vacciniavirus, stam van Veenen. De stam is afkomstig van Dr. F. Dekking 
te Amsterdam. Het virus werd in ons laboratorium 2 maal gepasseerd in 
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Τ 17-cellen en 3 maal op chorioallantoïsmembranen in bebroede kippe-
eieren. 
ONDERZOEK OP INTERFERENTIE MET BEKENDE 
INTERFERERENDE VIRUSSEN 
Wij hebben een onderzoek op interferentie verricht met behulp van virussen, 
waarvan het bekend was, dat ze in staat waren interferentie op te wekken. 
Voor dit onderzoek werd gebruik gemaakt van verse kweken van apenier-
cellen, kweken van BS-C-I-ceUen en kweken van Τ 17-cellen. De uitkomsten 
van het onderzoek worden vermeld in hoofdstuk III. In dit hoofdstuk (hoofd­
stuk II) worden de methoden besproken. 
INTERFERERENDE VIRUSSEN. De volgende virussen werden gebruikt: rubeola-
virus in kweken van apeniercellen en BS-C-I-ceUen en 'rabbit kidney vacuo­
lating'-virus in Τ 17-cellen. Wij hebben onderzocht hoe snel deze virussen 
zich vermenigvuldigen in de celsoorten, waarin zij als interfererend virus 
werden gebruikt. Dit gebeurde voor elke celsoort als volgt. In ieder van 20 
buizen werd 0,1 ml van de te onderzoeken virussuspensie geënt. De beënte 
buizen werden daarna gedurende 1 uur bij 35° С geïncubeerd. Na ver-
strijken van de incubatieperiode werden de buizen 4 maal met Hanks' op-
lossing gewassen, waarna in iedere buis 1 ml onderhoudsmedium werd ge-
bracht. Twee buizen werden direct daarna bij - 60° С geplaatst; de overige 
buizen werden bij 35° С geïncubeerd. Buizen met Τ 17-cellen werden statio­
nair geïncubeerd, buizen met andere kweken in een draaiende trommel. Na 
verloop van 1, 2, 3, 6, 9, 12 en 15 dagen werden telkens 2 buizen bij - 60° С 
geplaatst. Het medium van de buizen, die bij 35° С werden geïncubeerd, 
werd vanaf de derde dag om de drie dagen ververst. Materiaal uit 2 buizen, 
die op dezelfde dag waren geoogst, werd ontdooid, 'gepoold', en gedurende 
5 minuten gecentrifugeerd bij een snelheid van 3000 omwentelingen per 
minuut. De bovenstaande vloeistof werd vervolgens getitreerd in Τ 17-cellen. 
De titraties werden uitgezet tot en met de verdunning IO"6. Per verdunning 
werden 4 buizen gebruikt. De rubeolavirustiters werden na 10 dagen, de 
'rabbit kidney vacuolating'-virustiters na 17 dagen berekend volgens Reed en 
Muench (1938). 
'CHALLENGE' VIRUSSEN. De 'challenge' virussen, die wij bij de proeven op inter­
ferentie gebruikten, waren: poliovirus type 2 in kweken van apeniercellen en 
BS-C-I-cellen, en vacciniavirus in Τ 17-cellen. Op regelmatige tijden werden 
de 'challenge' virussen getitreerd in de celsoort(en), waarin zij werden ge-
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bruikt. Ook deze titraties werden steeds in 4 buizen per verdunning uitgezet, 
waarna de titer werd berekend volgens Reed en Muench. 
INTERFERENTIEPROEVEN. De proeven op interferentie werden in de vorm van 
bloktitraties uitgevoerd. Bij elke proef werden per interfererend virus en per 
celsoort 40 buizen gebruikt. Daarvan dienden 10 buizen voor controle, terwijl 
in 30 buizen interfererend virus werd geënt. Het interfererende virus werd 
geënt in de verdunningen: onverdund, 10 1 en IO-2. Per verdunning werden 
10 buizen gebruikt. Per buis werd 0,1 ml virussuspensie geënt; vervolgens 
werd 0,9 ml onderhoudsmedium toegevoegd. In de controlebuizen werd in 
plaats van 0,1 ml virussuspensie 0,1 ml Hanks' oplossing gebracht, waarna 
het volume tot 1 ml werd aangevuld met onderhoudsmedium. Vervolgens 
werden de buizen bij 35° С stationair geïncubeerd. Na een incubatieperiode 
van 6 of 10 dagen werd 'challenge' virus toegevoegd. Voordien was het 
medium één maal (interval van 6 dagen) of 2 maal (interval van 10 dagen) 
ververst. 'Challenge' poliovirus werd toegediend in de verdunningen IO-2 tot 
en met IO5 ; 'challenge' vacciniavirus in de verdunningen IO-1 tot en met 
10-*. Per 'challenge' virusverdunning werd een groep van 8 buizen gebruikt; 
deze groep bestond uit 2 controlebuizen en 2 buizen van iedere reeks, waarop 
een van de verdunningen van interfererend virus was geënt. Aan iedere buis 
werd 0,1 ml 'challenge' virus toegediend. Aan een groep van 8 buizen, die 
op dezelfde wijze was samengesteld, werd geen 'challenge' virus toegevoegd; 
deze buizen dienden voor controle. In deze buizen werd in plaats van 0,1 ml 
virus 0,1 ml Hanks' oplossing gebracht. De controlebuizen werden gebruikt 
om het aspect van de cellen te beoordelen. Het aspect werd vergeleken met 
dat van de buizen, waaraan 'challenge' virus was toegevoegd. Nadat de buizen 
gedurende 1 uur bij 35° С waren geplaatst, werd het volume met onderhouds­
medium tot 1 ml aangevuld. Ze werden vervolgens bij 35° С in een draaiende 
trommel geïncubeerd. De uitkomsten werden beoordeeld op grond van het 
cytopathologische effect. In sommige proeven werden de buizen, nadat hier-
aan 'challenge' virus was toegevoegd, 1 uur geïncubeerd bij 35° С en daarna 
4 maal gewassen met Hanks' oplossing. Vervolgens werd in iedere buis 1 ml 
onderhoudsmedium gebracht. Daarna volgde incubatie bij 35° С in een 
draaiende trommel. De resultaten van laatstgenoemde proeven werden beoor­
deeld door middel van titratie. 
BEOORDELING VAN RESULTATEN. De buizen werden 1 of 2 dagen na toediening 
van 'challenge' virus afgelezen. Bij de aflezing werd een beoordeling gege­
ven van het cytopathologische effect van het 'challenge' virus. Van iedere 
buis werd de sterkte van het effect gewaardeerd in een van de graden —, ± , 
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1 + , 2 + , 3 + en 4 + , overeenkomstig percentages aangetaste cellen in de 
celkweek. De betekenis van ± is, dat in de celkweek een eerste aanwijzing 
van cytopathologisch effect is ontstaan. Het percentage aangetaste cellen, dat 
overeenkomt met deze graad, is vaak kleiner dan één. De overige graden 
(—, l+,2+,3+,4+) komen overeen met respectievelijk 0 en naar 
schatting 25, 50, 75 en 100 % aangetaste cellen. 
In sommige proeven werd na beoordeling van het cytopathologische effect 
de titer van het 'challenge' virus bepaald. Van het 'challenge' poliovirus werd 
de infectietiter bepaald, van het 'challenge' vacciniavirus de hemagglutinine-
titer. 
Buizen, waarin poliovirus als 'challenge' virus was geënt, werden na een 
incubatieperiode van 24 uur bij - 20° С geplaatst. Na ontdooien werden de 
buizen gecentrifugeerd (5 minuten bij 3000 omwentelingen per minuut). Met 
de bovenstaande vloeistof van één van ieder paar buizen werd vervolgens 
een titratie uitgezet in 8 opeenvolgende verdunningen van een 10-voudige 
verdunningsreeks. De titraties werden verricht in HeLa-cellen, die waren 
aangekweekt in medium, dat 20% paardeserum bevatte, en werden aange-
houden in medium met 5% paardeserum. Per verdunning werden 4 buizen 
gebruikt. De buizen werden bij 35° С in een draaiende trommel geïncubeerd. 
Na 4 dagen werden de buizen afgelezen op aanwezigheid van een cytopatho-
logisch effect. De virustiter werd berekend volgens de methode van Reed 
en Muench. Buizen, waarin vacciniavirus als 'challenge' virus was geënt, 
werden na een incubatieperiode van 3 dagen bij - 20° С geplaatst. Na ont­
dooien werden de buizen gecentrifugeerd (5 minuten bij 3000 omwentelingen 
per minuut). Van de bovenstaande vloeistof van één van ieder paar buizen 
werd vervolgens de hemagglutininetiter bepaald. Hierbij werd gebruik ge-
maakt van erytrocyten van 'Leghorn' hanen (Mayr 1956; Wigand 1957). De 
hemagglutinatiereactie werd uitgevoerd volgens de micromethode van Takátsy 
(1955) en Sever (1962). Uitgaande van 0,025 ml van het te onderzoeken 
materiaal werd een verdunningsreeks gemaakt van 1 : 2, 1 : 4, 1 : 8 enzovoort 
tot 1 : 256 in een plastic plaat met kommetjes, waarin tevoren 0,025 ml 
fysiologisch zout (8,5 gr. NaCL per liter aqua bidest.) was gebracht. Aan 
elk kommetje werd vervolgens nogmaals 0,025 ml fysiologisch zout en daarna 
0,025 ml van een 0,3% suspensie van erytrocyten in fysiologisch zout toe-
gevoegd. De plastic plaat werd gedurende 1% uur bij 37° С geplaatst. Ge­
durende de eerste helft van deze periode werden de erytrocyten 3 maal op­
geschud. Aan het einde van de periode werden de bezinkingspatronen van 
de erytrocyten in de kommetjes afgelezen. Als hemagglutininetiter hebben 
wij aangenomen de hoogste virusverdunning, waarbij tenminste 50% van de 
erytrocyten was geagglutineerd. 
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Zowel bij de aflezing van het cytopathologische effect als bij de bepaling 
van de titer van het 'challenge' virus werden de resultaten van de buizen, 
waarop interfererend virus was geënt, vergeleken met die, waarop geen inter-
fererend virus was geënt. 
ONDERZOEK OP INTERFERENTIE MET KEELSECREET 
VAN PATIËNTEN 
Wij hebben een onderzoek verricht met keelsecreet van patiënten, waarbij 
werd nagegaan of een interfererend agens kon worden aangetoond. Voor dit 
onderzoek werd gebruik gemaakt van verse kweken van apeniercellen, en van 
kweken van BS-C-I-cellen, HeLa-cellen en Τ 17-cellen. De uitkomsten van 
het onderzoek worden vermeld in hoofdstuk IV. In dit hoofdstuk (hoofd­
stuk II) worden de methoden besproken. 
HERKOMST VAN MATERIAAL VOOR ONDERZOEK. Het onderzoek werd verricht 
bij recruten in de legerplaats Ossendrecht tijdens de eerste 2 maanden van de 
militaire opleiding. Materiaal voor virologisch en serologisch onderzoek werd 
afgenomen bij patiënten, die wegens een acute ziekte van de luchtwegen op 
de ziekenzaal werden verpleegd. De patiënten werden opgenomen, indien de 
lichaamstemperatuur, die rectaal werd gemeten, 38,0° С was of hoger. 
Nadere gegevens over de plaats van het onderzoek en over de personen, die 
bij het onderzoek zijn betrokken, zijn beschreven door Prins (1959) en 
Dijkman (1963). 
Zo spoedig mogelijk na opneming werden een uitstrijkpreparaat van de 
keelholte en bloed afgenomen. Ongeveer twee weken na het begin van de 
ziekte werd opnieuw bloed afgenomen. Uitstrijkpreparaten werden gemaakt 
met behulp van een in serum gedrenkte en daarna geautoclaveerde wat, die 
over de wand van de keelholte van de patiënt werd gestreken. De wat werd 
direct hierna in 2 of 3 ml GL Y-medium geplaatst. GL Y-medium, dat gelatine, 
/actalbumine-hydrolysaat en 'yeast'-extract bevatte, werd als conserveerme-
dium gebruikt (vergelijk Smeur 1961); het medium bevatte geen antibiotica. 
Keelwatten, die waren afgenomen vóór 1 October 1965, werden in 2 ml GLY-
medium opgevangen, vervolgens onmiddellijk in koolzuursneeuw geplaatst 
en na aankomst in het laboratorium bij - 60° С bewaard. Keelwatten, die 
waren afgenomen tussen 1 October 1965 en 1 februari 1966 werden in 3 ml 
GL Y-medium opgevangen, vervolgens meteen bij + 4 ° С geplaatst en bij 
deze temperatuur binnen 24 uur naar het laboratorium vervoerd. Na aan­
komst werd het keelsecreet direct op celkweken geënt. Tijdens de laatste 
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periode werden de keelwatten dus niet bevroren, voordat zij werden gebruikt. 
Onderzoek op interfererende virussen werd uitsluitend verricht met keel-
secreet van patiënten, bij wie geen virusinfectie was aangetoond met behulp 
van de conventionele virologische en serologische methodieken. Het conven-
tionele onderzoek op virussen werd in ons laboratorium als volgt uitgevoerd. 
Keelsecreet werd geënt in verse kweken van apeniercellen, in HeLa-cellen 
en in een kweek van de WI 38-celstam. De WI 38-celstam is ontwikkeld uit 
menselijk foetaal longweefsel (Jacobs e.m. 1963). De cellen zijn diploid. De 
celstam was afkomstig van Flow Laboratories, Verenigde Staten; de 22e tot 
51e omzetting werd gebruikt. Er werden in iedere celsoort 2 passages ver-
richt; de totale incubatieduur bedroeg 30 dagen. Incubatie vond plaats in 
een draaiende trommel bij 32° C, omdat deze omstandigheden gunstig zijn 
voor de isolatie van rhinovirussen. Materiaal, dat in kweken van apenier-
cellen en HeLa-cellen was geënt, werd bij de eerste passage in deze celsoorten 
in tweeën gedeeld. De helft werd verder geïncubeerd in een draaiende trommel 
bij 32° C, de andere helft in een draaiende trommel bij 35° C. De laatst-
genoemde omstandigheden zijn gunstig voor de isolatie van andere virussen, 
die luchtweginfecties kunnen veroorzaken. Materiaal, dat in kweken van de 
WI 38-celstam werd gepasseerd, werd uitsluitend bij 32° С geïncubeerd. Op 
de 10e dag na de tweede passage werden alle kweken onderzocht door middel 
van de hemadsorptiereactie. Wanneer de hemadsorptiereactie negatief was en 
er geen cytopathologische effecten waren gevonden, werd het onderzoek als 
negatief beschouwd. Uitvoerigere gegevens over de techniek van enting en 
passage van virus en over de hemadsorptiereactie zijn vermeld in de proef-
schriften van van der Ploeg (1959) en Smeur (1961). 
Serologisch onderzoek op virussen werd verricht met behulp van de 
complementbindingsreactie. Gepaarde sera werden eerst onderzocht op com-
plementbindende antistoffen tegen adenovirus en influenza A- en B-virus. Als 
het onderzoek negatief uitviel, werden de sera onderzocht op complement-
bindende antistoffen tegen influenza C-virus, Parainfluenzavirus type 1, 2 
en 3, Sendaivirus, respiratoor syncytiaal (RS) virus, Coxsackie A-virus type 
21 en Mycoplasma pneumoniae. Het onderzoek werd als negatief beschouwd, 
indien er géén of een tweevoudige titerstijging werd gevonden. Voor een uit-
voerigere beschrijving van de serologische technieken verwijzen wij naar de 
proefschriften van van der Ploeg (1959) en Smeur (1961). 
ENTING EN PASSAGE IN CELKWEKEN. Keelwatten, die bij - 60° С waren be­
waard en afkomstig waren van patiënten, bij wie geen virusinfectie was 
aangetoond met behulp van de conventionele virologische en serologische 
technieken, werden ontdooid en vervolgens gedurende 5 minuten gecentrifu-
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geerd bij een snelheid van 3000 omwentelingen per minuut. De bovenstaande 
vloeistof werd hierna geënt in elk van 4 celsoorten (verse kweken van apenier-
cellen, BS-C-I-cellen, HeLa-cellen en Τ 17-cellen); per soort werd één buis 
gebruikt, waarin 0,2 ml vloeistof werd gebracht. 
Keelwatten, die in de periode van 1 October 1965 tot 1 februari 1966 waren 
verzameld en direct werden gebruikt, werden meteen na aankomst in het 
laboratorium uitgeperst in het GL Y-medium (3 ml), waarin ze tijdens het 
transport waren bewaard. De vloeistof werd vervolgens gedurende 5 minuten 
gecentrifugeerd bij een snelheid van 3000 omwentelingen per minuut, waarna 
de bovenstaande vloeistof werd geënt in elk van 4 celsoorten (verse kweken 
van apeniercellen, BS-C-I-cellen, HeLa-cellen en Τ 17-cellen). Per soort 
werd één buis gebruikt, waarin 0,5 ml vloeistof werd gebracht. 
De beënte buizen — zowel buizen, waarin keelsecreet, dat bij - 60° С was 
bewaard, was geënt, als buizen, waarin keelsecreet direct zonder vooraf-
gaande bevriezing was geënt — werden gedurende 1 uur bij 35° С geplaatst. 
Hierna werd onderhoudsmedium toegevoegd; iedere buis werd aangevuld tot 
een volume van 1 ml. Het medium was voorzien van extra-antibiotica (100 E 
penicilline en 100 E mycostatine per ml). De buizen werden vervolgens weer 
in een broedstoof geplaatst bij 35° C; buizen met Τ 17-cellen werden statio­
nair geïncubeerd, buizen met andere cellen in een draaiende trommel. De 
incubatieduur bedroeg 10 dagen; tijdens deze periode werd het medium 2 
maal ververst. Na verstrijken van de incubatietijd werden de beënte buizen 
bij - 60° С geplaatst en bij deze temperatuur tot het tijdstip van de eerste 
passage bewaard. 
Nadat de inhoud van de buizen was ontdooid, werd dit materiaal gepas­
seerd in cellen van dezelfde soort. Deze eerste passage geschiedde als volgt. 
Materiaal uit de buis met een kweek van apeniercellen werd gepasseerd in 
een fles met een kweek van apeniercellen; materiaal uit de buis met een 
kweek van BS-C-I-cellen werd gepasseerd in een fles met een kweek van 
BS-C-I-cellen, enzovoort. Per celsoort werd één fles gebruikt, waarin 1 ml 
vloeistof werd gebracht. Hierna werd aan iedere fles 8 ml onderhoudsmedium 
toegevoegd. De flessen werden gedurende 10 dagen bij 35° С geïncubeerd en 
tijdens deze periode 2 maal van vers medium voorzien. Flessen met Τ 17-
cellen werden stationair geïncubeerd, flessen met andere cellen in een draai-
ende trommel. Hierna werden ze bij - 60° С geplaatst en bij deze temperatuur 
tot het tijdstip van de tweede passage bewaard. 
Nadat de inhoud van de flessen was ontdooid, werd het materiaal voor 
de tweede maal gepasseerd, maar nu in èlk van de 4 soorten celkweken. De 
tweede passage geschiedde als volgt. Materiaal uit de fles met een kweek van 
apeniercellen werd gepasseerd in buizen met kweken van apeniercellen, in 
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buizen met kweken van BS-C-I-cellen, in buizen met kweken van HeLa-cellen 
en in buizen met kweken van Τ 17-ceHen; materiaal uit de fles met een 
kweek van BS-C-I-cellen werd eveneens gepasseerd in buizen met kweken van 
respectievelijk apeniercellen, BS-C-I-cellen, HeLa-cellen en Τ 17-cellen, enzo­
voort. Per celsoort werden 24 buizen gebruikt. In iedere buis werd 0,2 ml 
vloeistof en daarna 0,8 ml onderhoudsmedium gebracht. De buizen werden 
stationair bij 35 0 С geïncubeerd. Na 3 dagen werd het medium ververst. 
TABEL 6. Schematisch overzicht van de werkwijze bij het onderzoek op interferentie. 
Het schema geeft de bewerking weer van keelsecreet van één patiënt bij onderzoek in 
één celsoort. 
Fase 
Primaire 
enting 
Eerste 
passage 
Tweede 
passage 
Handeling 
Enting materiaal 
Eerste verversing 
Tweede verversing 
Oogsten 
Enting materiaal 
Eerste verversing 
Tweede verversing 
Oogsten 
Enting materiaal 
Verversing 
Toevoeging 'chal-
lenge' virus 
Toevoeging Hanks' 
oplossing 
Eerste aflezing 
'challenge' virus 
effect 
Tweede aflezing 
'challenge' virus 
effect 
Hemadsorptie-
reactie 
Aantal 
dagen na 
enting 
0 
3-4 
7 
10 
0 
3-4 
7 
10 
0 
3 
6 
6 
7 
8 
6 
Soorten 
cel-
kweken 
1 
1 
4 
4 
4 
4 
.
 χ
 , Hoeveelheid 
£ a n t a l materiaal flessen
 b u i s o f 
of buizen д
е 5 
1 buis 0,2 ml1 
1 fles 1 ml 
24 buizen* 0,2 ml 
8 buizen' 0,1 ml 
8 buizen3 0,1 ml 
8 buizen» 
Hoeveelheid 
medium 
per buis of 
fles 
0,8 ml' 
1 ml 
1 ml 
8 ml 
10 ml 
10 ml 
0,8 ml 
1 ml 
0,9 ml 
0,9 ml 
1
 Van materiaal, dat direct na afneming bij de patiënt werd gebruikt, werd 0,5 ml geënt; 
hieraan werd 0,5 ml medium toegevoegd. 
2
 Zes buizen voor ieder van de 4 soorten celkweken. 
s
 Twee buizen voor ieder van de 4 soorten celkweken. 
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In tabel 6 is een schematisch overzicht weergegeven van de werkwijze bij 
het onderzoek op interferentie met keelsecreet van patiënten. Het schema 
is beperkt tot gegevens betreffende de bewerking van keelsecreet van één 
patiënt bij onderzoek in één celsoort. 
Zowel in de periode na de primaire enting als in die na de passages werden 
de celkweken regelmatig op het voorkomen van een cytopathologisch effect 
onderzocht. 
TOEDIENING VAN 'CHALLENGE' VIRUS. Zes dagen na enting van patiënten-
materiaal in de tweede passage werd 'challenge' virus toegevoegd aan elk van 
de 4 celsoorten. Iedere proef werd in duplo uitgevoerd. Van materiaal, dat 
primair geënt en één maal gepasseerd was in kweken van apeniercellen en 
daarna voor de tweede maal ook in deze celsoort was gepasseerd, werden 
dus twee buizen gebruikt voor de 'challenge' proef. Van materiaal van de-
zelfde patiënt, dat primair geënt en één maal gepasseerd was in kweken van 
BS-C-I-cellen en daarna in kweken van apeniercellen was gepasseerd, werden 
eveneens twee buizen gebruikt, enzovoort. Per celsoort werden dus in totaal 
8 buizen gebruikt voor de 'challenge' proef, per monster keelsecreet 32 buizen 
(8 buizen per celsoort maal 4). Evenals bij de proeven op interferentie met 
bekende virussen werden bij het onderzoek op interferentie met keelsecreet 
van patiënten poliovirus type 2 en vacciniavirus als 'challenge' virussen ge-
bruikt. Poliovirus werd gebruikt in kweken van apeniercellen en BS-C-I-
cellen, en ook in kweken van HeLa-cellen; vacciniavirus in kweken van Τ 17-
cellen. Aan iedere buis werd 0,1 ml 'challenge' virus toegediend; de ver­
dunning, die werd gebruikt, is aangegeven in hoofdstuk IV. Nadat de buizen 
gedurende 1 uur bij 35° С waren geplaatst, werd aan iedere buis vervolgens 
0,9 ml onderhoudsmedium toegevoegd. Ze werden daarna bij 35° С in een 
draaiende trommel geïncubeerd. De uitkomsten werden beoordeeld op 
grond van het cytopathologische effect. In sommige proeven werden de bui-
zen, nadat hieraan 'challenge' virus was toegediend, 1 uur geïncubeerd bij 
35° С en daarna 4 maal gewassen met Hanks' oplossing. Vervolgens werd 
in iedere buis 1 ml onderhoudsmedium gebracht. Daarna volgde incubatie 
bij 35° С in een draaiende trommel. De resultaten van de laatst genoemde 
proeven werden beoordeeld door middel van titratie. 
Tijdens de tweede passage werd in een aantal buizen in plaats van 'chal­
lenge' virus 0,1 ml Hanks' oplossing gebracht; deze buizen dienden voor 
controle. De groep controlebuizen was op dezelfde wijze samengesteld als de 
groep buizen, waaraan 'challenge' virus was toegevoegd. Per celsoort werden 
dus in totaal 8 controlebuizen gebruikt, en per monster keelsecreet 32. De 
controlebuizen werden gebruikt om het aspect van de cellen te beoordelen. 
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Het aspect werd vergeleken met dat van de buizen, waaraan 'challenge' virus 
was toegevoegd. 
BEOORDELING VAN RESULTATEN. De buizen werden 1 en zo mogelijk 2 en 
3 dagen na toediening van 'challenge' virus afgelezen. Bij de aflezing werd 
een beoordeling gegeven van het cytopathologische effect van het 'chal-
lenge' virus. Van iedere buis werd de sterkte van het effect gewaardeerd in 
graden overeenkomstig percentages aangetaste cellen in de celkweek. De 
gebruikte graden zijn —, ± , 1 + , 2 + , 3 + en 4 + ; de betekenis van de 
graden is vermeld op bladzijde 36. Om te beoordelen of interferentie had 
plaatsgevonden, werden de uitkomsten van de aflezing vergeleken met die van 
een controleproef. De controleproef werd op dezelfde wijze uitgevoerd als de 
proef met keelsecreet. Alleen werd bij de primaire enting in plaats van 
keelsecreet Hanks' oplossing op de cellen gebracht. Bovendien werden er bij 
de 'challenge' proef tijdens de tweede passage twee maal zoveel buizen 
gebruikt. 
Evenals bij het onderzoek op interferentie met bekende interfererende 
virussen, werd bij het onderzoek op interferentie met keelsecreet van patiënten 
in sommige proeven na beoordeling van het cytopathologische effect de titer 
van het 'challenge' virus bepaald; bij beide onderzoekingen werd dezelfde, 
reeds eerder beschreven methode toegepast. Om te beoordelen of interferentie 
had plaats gevonden, werden de titers vergeleken met die van een controle-
proef. De controleproef werd op dezelfde wijze uitgevoerd als de proef met 
keelsecreet; in plaats van keelsecreet was echter Hanks' oplossing gebruikt. 
ONDERZOEK OP HEMADSORPTIE 
Naast het onderzoek op interferentie werd onderzoek op hemadsorptie ver-
richt. Onder hemadsorptie verstaat men het verschijnsel, dat erytrocyten zich 
hechten aan cellen, waarin zich virus heeft vermenigvuldigd (Vogel e.m. 
1957). De meeste myxovirussen veroorzaken een positieve hemadsorptie-
reactie (Shelokov e.m. 1958). 
De hemadsorptiereactie werd tijdens de tweede passage in een aantal buizen 
uitgevoerd (tabel 6). De groep buizen voor de hemadsorptiereactie was op 
dezelfde wijze samengesteld als de groep buizen, waarin 'challenge' virus was 
geënt. Per celsoort werden dus in totaal 8 buizen gebruikt, per monster keel-
secreet 32 buizen. De hemadsorptiereactie werd verricht met cavia-erytro-
cyten. De wijze, waarop de erytrocyten werden verkregen en voorbehandeld, 
is beschreven door Smeur (1961). Van de buizen werd eerst het medium 
afgezogen. In iedere buis werd vervolgens 0,2 ml van een 0,4 % suspensie 
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van cavia-erytrocyten in fysiologisch zout gebracht. Nadat de buizen geduren­
de 20 minuten bij 4° С waren geïncubeerd, werd voor de eerste maal afge-
lezen. Vervolgens werden de buizen gedurende 1 uur bij 35° С geïncu-
beerd, waarna voor de tweede maal werd afgelezen. De reactie werd positief 
genoemd, indien (ondanks bewegen van de buis) erytrocyten aan cellen bleven 
gehecht. 
Evenals bij het onderzoek op interferentie hebben wij bij het onderzoek 
op hemadsorptie controleproeven met een bekend hemadsorberend virus ver-
richt. Als hemadsorberend virus werd Parainfluenzavirus type 3 gebruikt. Dit 
virus veroorzaakt een positieve hemadsorptiereactie in ieder van de 4 ge-
bruikte celsoorten (Peutz-de Jong e.m. 1966). Gelijktijdig met de tweede 
passage van het patiëntenmateriaal werd 0,1 ml van een 1 op 10 verdunde 
suspensie van Parainfluenzavirus type 3 geënt in elk van 2 buizen per cel-
soort. De buizen werden op dezelfde wijze op het voorkomen van hemadsorp-
tie onderzocht als de buizen, waarin materiaal van patiënten was gepasseerd. 
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H O O F D S T U K I I I 
O N D E R Z O E K OP I N T E R F E R E N T I E M E T 
B E K E N D E I N T E R F E R E R E N D E V I R U S S E N 
INLEIDING 
Wij hebben bij het onderzoek op interferentie gebruik gemaakt van 4 soorten 
cellen: verse kweken van apeniercellen en 3 cellijnen, die afkomstig waren 
van respectievelijk mens (HeLa), aap (BS-C-I) en konijn (T 17). Wij hebben 
ons bij de keuze van deze soorten cellen laten leiden door de volgende over­
wegingen. (1) De cellen moesten steeds beschikbaar zijn. (2) Cellen van 
primaten verdienden de voorkeur, omdat deze cellen in het algemeen ge­
voeliger zijn voor de isolatie en groei van virussen van mensen dan cellen van 
niet-primaten. (3) Naast cellen van primaten werd een lijn van konijnecellen 
(T 17) gebruikt, omdat het uit onderzoekingen in ons laboratorium bekend 
was, dat verschillende virussen van mensen, waaronder rubeolavirus, zich 
goed in Τ 17-cellen kunnen vermenigvuldigen. Aangezien vermenigvuldiging 
en interfererend vermogen van een virus niet steeds in dezelfde mate samen 
behoeven te gaan, hebben wij zowel de interferentie- als kweekproeven in 
verschillende celsoorten uitgevoerd. 
Om na te gaan of in de door ons gebruikte celsoorten interferentie kan 
worden aangetoond, hebben wij een onderzoek verricht met virussen, waar­
van het bekend is, dat ze interferentie kunnen opwekken. Rubeolavirus werd 
gebruikt voor proeven in apeniercellen en BS-C-I-cellen; het virus ver­
menigvuldigde zich in deze cellen zonder ontwikkeling van een cytopatholo-
gisch effect. 'Rabbit kidney vacuolating'-virus werd gebruikt voor proeven in 
Τ 17-cellen, omdat dit virus zich in deze cellen kan vermenigvuldigen en 
pas na betrekkelijke lange tijd een gering cytopathologisch effect veroorzaakt 
Wij hebben geen proeven verricht in HeLa-cellen, omdat voor deze cellen 
geen geschikt interfererend virus te vinden was. Bij het onderzoek hebben wij 
aandacht geschonken aan enkele factoren, die een rol kunnen spelen bij 
interferentie: de dosis van het interfererende virus, de dosis van het 'chal­
lenge' virus en het interval tussen toediening van interfererend virus en 
'challenge' virus. Verder hebben wij nagegaan, welke criteria moeten worden 
aangelegd om in onze proefopstelling (van celsoort en 'challenge' virus) van 
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interferentie te mogen spreken. De uitkomsten van dit onderzoek worden 
in dit hoofdstuk besproken. 
Wij willen er duidelijkheidshalve nog op wijzen, dat de proeven met 
bekende interfererende virussen niet mogen worden beschouwd als een con-
trole op de gevoeligheid van de door ons gebruikte celsoorten voor inter-
ferentie in het algemeen. Het is heel goed mogelijk, dat het mechanisme van 
interferentie tussen de door ons gebruikte bekende interfererende virussen 
en 'challenge' virussen verschilt van de mechanismen van interferentie tussen 
eventueel in het onderzochte patiëntenmateriaal aanwezige interfererende 
agentia en 'challenge' virussen. Een 'challenge' virus-celsysteem, dat gevoelig 
is voor interferentie door het éne virus, behoeft niet gevoelig te zijn voor 
interferentie door een ander virus, en omgekeerd. 
RESULTATEN 
VERMENIGVULDIGING VAN INTERFERERENDE VIRUSSEN. Wij hebben een Ondcr-
zoek verricht naar de vermenigvuldiging van rubeolavirus in verse kweken 
van apeniercellen en in kweken van BS-C-I-cellen, en van 'rabbit kidney 
vacuolating'-virus in kweken van Τ 17-cellen. 
Van het rubeolavirus werd in een aantal buizen met apenier- en BS-C-I-
cellen per buis 0,1 ml onverdunde suspensie geënt. Na 1 uur incubatie bij 
35° С werden de buizen gewassen, vervolgens voorzien van onderhouds-
medium en daarna bij 35° С geïncubeerd. Op verschillende tijdstippen nadien 
werden telkens 2 buizen geoogst. Het materiaal uit twee gelijktijdig geoogste 
buizen werd 'gepoold' en gecentrifugeerd. De bovenstaande vloeistof werd 
vervolgens getitreerd in Τ 17-cellen (een uitvoerigere beschrijving van de 
methodiek is in hoofdstuk II vermeld). De titers zijn weergegeven in figuur 1. 
Uit figuur 1 blijkt, dat de vermenigvuldiging van rubeolavirus in apenier­
cellen en BS-C-I-cellen nagenoeg gelijk verloopt. De hoogste titer wordt pas 
na 12 dagen gevonden. Ze bedraagt in apeniercellen 104>3 en in BS-C-I-cellen 
IO 5 0 TCID S 0 per 0,1 ml. 
Het onderzoek naar de vermenigvuldiging van 'rabbit kidney vacuolating'-
virus in Τ 17-cellen werd op soortgelijke wijze verricht als dat van rubeola­
virus in apenier- en BS-C-I-cellen (vergelijk hoofdstuk II). De titers zijn ook 
in figuur 1 weergegeven. Het blijkt, dat de titers van 'rabbit kidney vacuo­
lating'-virus geen hoge waarde bereiken. De hoogste titer wordt ook hier na 
12 dagen gevonden; ze bedraagt 10 2 5 TCID 5 0 per 0,1 ml. 
CYTOPATHOLOGiscH EFFECT VAN 'CHALLENGE' VIRUSSEN. Zoals reeds vermeld 
is in hoofdstuk II, werd poliovirus type 2 gebruikt als 'challenge' bij proeven 
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FIGUUR 1. Vermenigvuldiging van rubeolavirus in apenier- en BS-C-I-cellen en van 
'rabbit kidney vacuolating'-virus in Τ 17-cellen. 
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in verse kweken van apeniercellen en in kweken van BS-C-I-cellen, en vacci-
niavirus bij proeven in kweken van Τ 17-cellen. Poliovirus veroorzaakt snel 
een duidelijk cytopathologisch effect. Het effect is reeds in 1950 door Robbins 
en medewerkers beschreven en daarna door vele onderzoekers bestudeerd 
(o.a. Harding e.m. 1956; Dunnebacke 1956; Barski 1962). Voor een be­
schrijving ervan verwijzen wij naar deze literatuur en naar handboeken over 
virologie. 
Het effect van vacciniavirus in Τ 17-cellen week in sommige opzichten 
af van de bevindingen van andere onderzoekers en zal daarom wèl worden 
besproken. Het virus veroorzaakte evenals poliovirus snel een duidelijk 
cytopathologisch effect. De eerste celveranderingen werden haardsgewijs 
zichtbaar. Een haard of plaque bestond uit een hiaat in de aaneengesloten 
cellaag, waaromheen zich een ring van afgeronde cellen bevond. Het hiaat 
ontstond, doordat necrotische cellen van de glaswand waren losgeraakt. Het 
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cytopathologische effect breidde zich vanuit de plaques over de gehele cel-
laag uit; de plaques vloeiden samen en de gehele cellaag degenereerde. Wij 
hebben bovendien syncytia waargenomen. Verspreid over de cellaag ontston-
den heldere protoplasma-ophopingen, waarin meerdere kernen zichtbaar 
waren. De syncytia ontwikkelden zich ongeveer gelijktijdig met het ontstaan 
van de plaques en bleven evenlang aanwezig. 
Onze bevindingen betreffende de ontwikkeling van plaques na enting met 
vacciniavirus en de hierop volgende totale desintegratie van de celkweek 
komen overeen met de waarnemingen van andere onderzoekers (Vieuchange 
e.m. 1957; Sureau e.m. 1958; Nishmi e.m. 1963; Geme 1963). Daarentegen 
zijn er, voorzover ons bekend, in de literatuur geen mededelingen gedaan over 
de vorming van syncytia door vacciniavirus. Wel zijn in kweken van cellen 
van kip, muis, cavia, konijn, aap en mens, die met vacciniavirus waren ge-
ïnfecteerd, gezwollen cellen waargenomen (Benedek e.m. 1953; Pumper 1959; 
Bemkopf e.m. 1959; Leblois e.m. 1961; Kaku e.m. 1965). In het cyto-
plasma van deze cellen verschenen ronde, lichtbrekende vormsels, waardoor 
de cellen uitzetten en vreemdsoortige vormen konden aannemen. Bernkopf 
noemt dit verschijnsel 'blebbing'; Leblois spreekt van 'ballonisation'. In een 
later stadium verdwenen de vormsels weer en trad er fagocytose op, een 
verschijnsel, dat karakteristiek werd genoemd voor vacciniavirus. Kleine, 
afgeronde cellen werden in het lumen van cellen in de omgeving opgenomen; 
de fagocyterende cel omgaf een of meer afgeronde cellen met een dunne rand 
cytoplasma. De kern van de fagocyterende cel kwam daarbij in een excen-
trische positie te liggen. 
ONDERZOEK OP INTERFERENTIE DOOR MIDDEL VAN AFLEZING VAN HET CYTO-
PATHOLOGISCHE EFFECT VAN HET 'CHALLENGE' VIRUS. De proeven op inter-
ferentie werden in 3 celsoorten in de vorm van bloktitraties uitgevoerd. De 
methode van het onderzoek is beschreven in hoofdstuk II. Er werden proeven 
verricht met een interval van 6 en 10 dagen tussen toediening van inter-
fererend en 'challenge' virus. Proeven, waarbij poliovirus als 'challenge' werd 
gebruikt, werden 24 uur na enting van het poliovirus afgelezen. Proeven, 
waarbij vacciniavirus als 'challenge' werd gebruikt, werden 48 uur na enting 
van het vacciniavirus afgelezen. De sterkte van het cytopathologische effect 
werd genoteerd; het effect werd gewaardeerd in graden van respectievelijk 
—, zt, 1 + , 2 + , 3 + en 4 + . Bovendien werd bij proeven met 1 op 104 
verdund vacciniavirus het aantal plaques per buis geteld (het was niet moge-
lijk plaques te tellen in buizen, waarin een meer geconcentreerde suspensie 
van vacciniavirus was geënt). Elke proef werd twee of meer keer uitgevoerd. 
Alleen de uitkomsten van één proef, die representatief was voor de resul-
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TABEL 7. Interferentie tussen rubeolavirus en poliovirus in verse kweken van apenier-
cellen. Interval van 6 dagen tussen enting van interfererend en 'challenge' virus. Beoor-
deling van interferentie door middel van cytopathologisch effect. 
Interfererend virus 
(rubeolavirus) 
Onverdund 
10-» 
10-» 
Controle 
Cytopathologisch effect van 'challenge' virus (poliovirus type 2), 
24 uur na enting van onderstaande verdunningen 
10-2 
Buis 
1 2 
± 2+ 
2+ 3+ 
3+ 3+ 
3+ 3+ 
1(H 
Buis 
1 2 
1+ 1 + 
1+ 1 + 
2+ 2+ 
2+ 2+ 
1(H 
Buis 
1 
— 
1 + 
1 + 
1 + 
2 
— 
1 + 
1 + 
1 + 
10-* Controle 
Buis Buis 
1 2 1 2 
— — — — 
± ± 
± — — — 
± ± — 
TABEL 8. Interferentie tussen rubeolavirus en poliovirus in verse kweken van apenier-
cellen. Interval van 10 dagen tussen enting van interfererend en 'challenge' virus. Be-
oordeling van interferentie door middel van cytopathologisch effect. 
Interfererend virus 
(rubeolavirus) 
OnverdunH 
io-1 
10-2 
Controle 
Cytopathologisch effect van 'challenge' virus (poliovirus type 2), 
24 uur na enting van onderstaande verdunningen 
10-2 
Buis 
1 2 
1+ 1 + 
3+ 2+ 
4 + 4 + 
1(H 1<H 
Buis Buis 
1 2 1 2 
•+• •+" - . — 
1 1 •*- - ' -
2 + 2 + ± ± 
3+ 3+ 1+ 1 + 
10-5 Controle 
Buis Buis 
1 2 1 2 
± ± — — 
taten van een groter aantal op dezelfde wijze uitgevoerde proeven, worden 
vermeld. De uitkomsten zijn weergegeven in de tabellen 7 tot en met 12. 
Uit de tabellen 7 en 8 blijkt, dat rubeolavirus interfereert met poliovirus 
type 2 in verse kweken van apeniercellen. Wanneer interfererend en 'chal-
lenge' virus met een interval van 10 dagen worden geënt, is de interferentie 
sterker dan wanneer het interval 6 dagen bedraagt. Dit komt tot uiting in de 
verschillen in sterkte van het cytopathologische effect tussen buizen, waarin 
rubeolavirus is geënt, en controlebuizen zonder interfererend virus. Het ver-
schil komt ook duidelijk tot uiting, indien de sterkte van de interferentie 
wordt uitgedrukt in een interferentietiter. Als interferentietiter hebben wij aan-
genomen de hoogste verdunning van het interfererende virus, die in de helft 
van het aantal gebruikte buizen een reductie van tenminste één graad van het 
cytopathologische effect van het 'challenge' virus veroorzaakte. Het cytopa-
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thologische effect werd vergeleken met dat in controlebuizen zonder inter-
fererend virus, waaraan eenzelfde dosis 'challenge' virus was toegevoegd. 
Bij de bepaling van de interferentietiter zijn wij uitgegaan van 8 buizen per 
verdunning interfererend virus; de titer werd berekend volgens de methode 
van Reed en Muench (1938). Het bleek, dat de interferentietiter IO"1'0 be-
droeg, wanneer rubeolavirus en poliovirus met een interval van 6 dagen 
werden geënt (tabel 7), en IO-24, wanneer het interval 10 dagen bedroeg 
(tabel 8). 
Uit de tabellen 9 en 10 blijkt, dat rubeolavirus ook in kweken van BS-C-I-
cellen interfereert met poliovirus type 2. De uitkomsten van proeven in 
BS-C-I-cellen komen nagenoeg overeen met die in apeniercellen. De inter-
ferentietiters bedragen IO-1·4 en IO2 0 bij een interval van respectievelijk 6 
TABEL 9. Interferentie tussen rubeolavirus en poliovirus in BS-C-I-cellen. Interval van 
6 dagen tussen enting van interfererend en 'challenge' virus. Beoordeling van interferen-
tie door middel van cytopathologisch effect. 
Interfererend virus 
(rubeolavirus) 
Onverdund 
10-1 
1(H 
Controle 
Cytopathologisch effect van 'challenge' virus (poliovirus type 2), 
24 uur na enting van onderstaande verdunningen 
10-* 
Buis 
1 
— 
2+ 
4 + 
4 + 
2 
± 
3+ 
3+ 
4 + 
I0-» 
Buis 
1 
± 
^h 
3+ 
3+ 
2 
1 + 
1 + 
2+ 
2+ 
10-* 
Buis 
1 2 
— — 
± 1 + 
1+ 1+ 
1+ 1+ 
10-» 
Buis 
1 2 
— — 
— ± 
± ± 
± ± 
Controle 
Buis 
1 2 
— — 
— — 
— — 
— — 
TABEL 10. Interferentie tussen rubeolavirus en poliovirus in BS-C-I-cellen. Interval van 
10 dagen tussen enting van interfererend en 'challenge' virus. Beoordeling van inter-
ferentie door middel van cytopathologisch effect. 
Interfererend virus 
(rubeolavirus) 
Onverdund 
10-» 
1(H 
Controle 
Cytopathologisch effect van 'challenge' virus (poliovirus type 2), 
24 uur na enting van onderstaande verdunningen 
1(H 
Buis 
1 2 
± 
1+ 3+ 
4+ 3+ 
10-» 10-· 
Buis Buis 
1 2 1 2 
1+ 3+ ± 1+ 
3+ 3+ 2 + 2+ 
10-» Controle 
Buis Buis 
1 2 1 2 
1
 
I
 1 
I
 
I
 1 
1
 
+1
 
+1 
1
 
+1
 
+1 
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TABEL 11. Interferentie tussen 'rabbit kidney vacuolating'-virus en vacciniavirus in 
Τ 17-cellen. Interval van 6 dagen tussen enting van interfererend en 'challenge' virus. 
Beoordeling van interferentie door middel van cytopathologisch effect. 
Interfererend virus 
('rabbit kidney 
vacuolating'-virus) 
Onverdund 
10-1 
10-* 
Controle 
Cytopathologisch effect van ' 
2 
io-1 
Buis 
1 2 
3 + 3+ 
3 + 3+ 
3+ 3+ 
3 + 3+ 
challenge' virus (vacciniavirus), 
dagen na enting van onderstaande verdunningen 
10-2 
Buis 
1 2 
1+ 2+ 
2+ 2 + 
2+ 3 + 
2+ 2 + 
io-3 
Buis 
1 2 
± 1 + 
1+ 1 + 
1+ 1 + 
1+ 1 + 
1(H 
Buis Buis 
1 2 1 2 
± ± 51 7 
± ± 8 10 
± ± 9 8 
± ± 10 11 
Controle 
Buis 
1 2 
1
 Aantal plaques per buis. 
TABEL 12. Interferentie tussen 'rabbit kidney vacuolating'-virus en vacciniavirus in 
Τ 17-cellen. Interval van 10 dagen tussen enting van interfererend en 'challenge' virus. 
Beoordeling van interferentie door middel van cytopathologisch effect. 
Interfererend virus 
('rabbit kidney 
vacuolating'-virus) 
Onverdund 
10-' 
10-2 
Controle 
Cytopathologisch effect van 'challenge' " 
2 
io-1 
Buis 
1 2 
2 + 3+ 
3+ 3+ 
3+ 3+ 
3+ 3+ 
dagen na enting van onderstaande 
10-2 
Buis 
1 2 
± ± 
1+ 2 + 
2+ 2+ 
2+ 2 + 
10-3 
Buis 
1 2 
± 1 + 
1+ 1 + 
1+ 2 + 
1+ 2 + 
virus (vacciniavirus), 
verdunningen 
10-* 
Buis 
1 2 
— ± 
± ± 
± ± 
± ± 
Buis 
1 2 
01 2 
6 6 
7 8 
9 8 
Controle 
Buis 
1 2 
Aantal plaques per buis. 
en 10 dagen tussen toediening van interfererend virus (rubeolaviras) en 
'challenge' virus (poliovirus type 2). 
Uit de tabellen 7 tot en met 10 blijkt verder nog, dat interferentie optreedt 
bij gebruik van verschillende doses 'challenge' virus (poliovirus type 2). De 
duidelijkste uitkomsten worden gezien bij gebruik van meer virus (poliovirus-
verdunningen IO 2 en IO-3). 
In tabel 11 zijn de resultaten weergegeven van een interferentieproef tussen 
'rabbit kidney vacuolating'-virus en vacciniavirus. De virussen werden met 
een interval van 6 dagen in Τ 17-cellen geënt. Er was geen duidelijke inter-
ferentie waarneembaar; slechts in 2 van de 8 buizen, waarin onverdund 
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'rabbit kidney vacuolating'-virus was geënt, was een reductie van het cytopa-
thologische effect te zien. De interferentietiter is groter dan 10°. Het was 
mogelijk in buizen, waarin 1 op 104 verdund vacciniavirus was geënt, het 
aantal plaques te tellen. 'Rabbit kidney vacuolating'-virus veroorzaakte geen 
duidelijke reductie van het aantal plaques. In buizen, waarin onverdund virus 
was geënt, werd een iets kleiner aantal plaques gevonden dan in controle-
buizen. Het verschil is echter te klein om hieraan betekenis te mogen toe-
kennen. In tabel 12 zijn de uitkomsten weergegeven van een interferentieproef 
tussen 'rabbit kidney vacuolating'-virus en vacciniavirus in Τ 17-cellen, waar­
bij de virussen met een interval van 10 dagen werden geënt. Onder deze 
omstandigheden blijkt duidelijk interferentie op te treden. De interferentietiter 
is echter laag; ze bedraagt Ю - 0 3. Interferentie komt ook tot uiting in de ver­
mindering van het aantal plaques in buizen, waarin onverdund interfererend 
virus ('rabbit kidney vacuolating'-virus) en 1 op 104 verdund 'challenge' virus 
(vacciniavirus) is geënt. 
Interferentieproeven met rubeolavirus en 'rabbit kidney vacuolating'-virus, 
waarbij respectievelijk poliovirus type 2 en vacciniavirus als 'challenge' virus-
TABEL 13. Tnterferentietiters van verschillende proeven. 
Interferentietiters1 
Inter-
fererend 
virus 
Cel-
soort 
Interval Beoordeling van interferentie 
tussen enting door middel van cytopatholo-
van interfe- gisch effect 
rerend en 
'challenge' _ 
^ Proef Proef Proef Proef Proef 
1 2 3 4 5 
Beoordeling van 
interferentie door 
middel van titratie 
Proe-
Proef Proef ven 
1 2 3 t/m 
5 
Apenier 
Rubeola-
virus 
B&C-I 
6 dagen IO-1,» IO-1,5 IO-1,' IO-1,» 10-1.· 
10 dagen KH,1 ICH,' 
6 dagen 10-M KH,5 10-°,» lO-M IO-1,» 
10 dagen IO-2.· lO-M 
IO-»,* 
10-1,5 
10-V> 
10-1,7 
'Rabbit 
kidney 
vacuola- Τ 17 
ting'-
virus 
6 dagen >10 0 10» >10· >10» >10 0 
10 dagen K W IfrV 
>10o IO-»,2 >10« 
IO-»,1 10-»,» 
1
 De hoogste verdunning van het interfererende virus, die in de helft van het aantal 
gebruikte buizen een reductie in cytopathologisch effect of opbrengst van het 'challenge' 
virus veroorzaakte. 
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sen werden gebruikt en die werden beoordeeld door middel van aflezing van 
het cytopathologische effect van het 'challenge' virus, zijn verschillende malen 
uitgevoerd. Voor iedere proef werd de interferentietiter berekend. De uit­
komsten zijn samengevat in tabel 13. Onder 'beoordeling van interferentie 
door middel van cytopathologisch effect, proef Γ zijn de titers vermeld van 
de proeven, die zijn weergegeven in de tabellen 7 tot en met 12. 
Het blijkt, dat de uitkomsten van de interferentieproeven in het algemeen 
goed reproduceerbaar zijn. Ook bij herhaling van het onderzoek blijkt de 
interfererende werking van 'rabbit kidney vacuolating'-virus ten opzichte van 
vacciniavirus gering te zijn. 
ONDERZOEK OP INTERFERENTIE DOOR MIDDEL VAN TITRATIE VAN HET 'CHAL­
LENGE' VIRUS. Naast remming van het cytopathologische effect werd reductie 
van de virusopbrengst gebruikt als criterium voor interferentie. De proeven, 
waarbij de opbrengst van 'challenge' virus werd gemeten, werden op dezelfde 
wijze uitgevoerd als de proeven, waarbij het cytopathologische effect werd 
beoordeeld. Rubeolavirus en 'rabbit kidney vacuolating'-virus werden als in­
terfererende virussen gebruikt en respectievelijk poliovirus type 2 en vaccinia­
virus als 'challenge' virussen. Een of drie dagen na toevoeging van respectieve­
lijk poliovirus type 2 of vacciniavirus werd de bovenstaande vloeistof van één 
van ieder paar buizen geoogst. Vloeistof van buizen, waarin poliovirus was 
geënt, werd getitreerd in HeLa-cellen; van vloeistof van buizen, waarin vacci-
niavirus was geënt, werd de hemagglutininetiter bepaald. Nadere gegevens 
betreffende de methode van het onderzoek zijn in hoofdstuk II vermeld. De 
uitkomsten van de proeven zijn weergegeven in de tabellen 14 tot en met 19. 
De proeven werden verricht met de bovenstaande vloeistof van de 'buizen Γ, 
die in de tabellen 7 tot en met 12 zijn vermeld en waarvan het cytopatholo­
gische effect, dat direct voor het oogsten werd afgelezen, in deze tabellen is 
opgegeven. De interferentieproef tussen rubeolavirus en poliovirus met behulp 
van titratie van het 'challenge' virus werd éénmaal verricht; de proef met 
'rabbit kidney vacuolating'-virus en vacciniavirus werd verschillende malen 
uitgevoerd. Slechts van één van de laatstgenoemde proeven zijn de uitkomsten 
vermeld. 
De gegevens van de tabellen 14 tot en met 17 bevestigen, dat rubeolavirus 
interfereert met poliovirus type 2 in verse kweken van apeniercellen en in 
kweken van BS-C-I-cellen. Proeven met een interval van 10 dagen tussen 
de enting van interfererend virus en 'challenge' virus zijn een gevoeligere 
indicator voor interferentie dan proeven met een interval van 6 dagen. Bij de 
eerstgenoemde proeven is minder virus nodig om interferentie op te wekken 
(tabellen 14 en 15) en is er een sterkere reductie van de virusopbrengst (tabellen 
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TABEL 14. Interferentie tussen rubeolavirus en poliovirus in verse kweken van apenier-
cellen. Interval van 6 dagen tussen enting van interfererend en 'challenge' virus. Beoor-
deling van interferentie door middel van titratie. 
Interfererend 
virus 
(rubeolavirus) 
Onverdund 
io-1 
io-2 
Controle 
Titer van inter-
fererend virus1 
op 6e dag na -
enting 
3,5 
2,5 
2,3 
— 
'Challeng 
24 uur na 
10-* 
4,5 
7,7 
7,7 
7,5 
e' virusopbrengst' (poliovirus type 2), 
enting van onderstaande verdunningen 
10-3 
5,0 
6,7 
6,7 
7,0 
1(H 
4,0 
6,0 
6,7 
6,0 
1(H 
3,5 
4,0 
5,0 
4,7 
Controle 
— 
1
 Log 10 TCID50/0,1 ml. 
TABEL 15. Interferentie tussen rubeolavirus en poliovirus in verse kweken van apenier-
cellen. Interval van 10 dagen tussen enting van interfererend en 'challenge' virus. Be-
oordeling van interferentie door middel van titratie. 
Interfererend 
virus 
(rubeolavirus) 
Onverdund 
10-· 
10-* 
Controle 
Titer van inter-
fererend virus1 
op 10e dag na -
enting 
3,7 
3,3 
2,7 
— 
'Challenge' virusopbrengst1 (poliovirus type 2), 
24 uur na enting van onderstaande verdunningen 
io-2 
5,0 
5,5 
5,7 
6,5 
10-3 
4,3 
5,0 
5,3 
6,3 
1(H 
3,0 
4,0 
4,3 
4,3 
10-5 
2,3 
2,3 
4,7 
4,0 
Controle 
— 
1
 Log 10 TCID50/0,1 ml. 
16 en 17). Deze bevindingen stemmen overeen met de uitkomsten van het onder-
zoek op interferentie door middel van aflezing van het cytopathologische effect 
(tabellen 7 tot en met 10). Er was geen duidelijk verband tussen hoeveelheid 
'challenge' virus en sterkte van interferentie. In sommige proeven was de 
interferentie sterker bij gebruik van een kleine hoeveelheid 'challenge' virus 
(tabel 16), in andere proeven was het omgekeerde het geval (tabel 15) of was 
er geen noemenswaardig verschil (tabel 14). 
Vergelijking van de tabellen 14 tot en met 17 met de tabellen 7 tot en met 
10 leert, dat de bepaling van de interfererende werking op grond van reductie 
van de opbrengst van het 'challenge' virus minder gevoelig was dan de be-
paling op grond van remming van het cytopathologische effect. Dit komt 
onder meer tot uiting bij vergelijking van de beide bepalingswijzen van inter-
ferentie door rubeolavirus in apeniercellen, waarbij het 'challenge' virus 6 
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dagen na het interfererende virus werd geënt. Eén op 10 verdund rubeolavirus 
veroorzaakte geen reductie van de opbrengst van het 'challenge' virus (tabel 
14), echter in een deel der gevallen wel remming van het cytopathologische 
effect van het 'challenge' virus (tabel 7). Op grond van de gegevens van de 
tabellen 14 tot en met 17 zijn weer interferentietiters berekend. Voor deze 
bepaling — de bepaling door middel van titratie van het 'challenge' polio-
virus — hebben wij als interferentietiter aangenomen de hoogste verdunning 
van het interfererende virus, die in de helft van het aantal gebruikte buizen 
een 10-voudige of sterkere reductie van de titer van het 'challenge' virus ver-
oorzaakte. De titer werd vergeleken met die in controlebuizen, waaraan een-
zelfde dosis 'challenge' virus was toegevoegd. Bij de bepaling van de inter-
ferentietiter zijn wij uitgegaan van 4 buizen per verdunning interfererend virus; 
de titer werd berekend volgens de methode van Reed en Muench (1938). De 
TABEL 16. Interferentie tussen rubeolavirus en poliovirus in BS-C-I-cellen. Interval 
van 6 dagen tussen enting van interfererend en 'challenge' virus. Beoordeling van inter-
ferentie door middel van titratie. 
Interfererend 
virus 
(rubeolavirus) 
Onverdund 
10-1 
10-* 
Controle 
Titer van inter-
fererend virus1 
op 6e dag na -
enting 
3,0 
2,0 
1,7 
— 
'Challenge' virusopbrengst1 (poliovirus type 2), 
24 uur na enting van onderstaande verdunningen 
10-' 
5,0 
7,0 
7,0 
7,3 
10-» 
5,5 
6,5 
6,7 
7,0 
10-« 
4,3 
5,7 
7,5 
7,3 
KM 
4,5 
5,0 
6,5 
6,7 
Controle 
— 
1
 Log 10 TCID50/0,1 ml. 
TABEL 17. Interferentie tussen rubeolavirus en poliovirus in BS-C-I-cellen. Interval van 
10 dagen tussen enting van interfererend en 'challenge' virus. Beoordeling van inter-
ferentie door middel van titratie. 
Interfererend 
virus 
(rubeolavirus) 
Onverdund 
10-1 
1<H 
Controle 
Titer van inter-
fererend virus1 
op 10e dag na -
enting 
3,5 
2,7 
1,7 
— 
'Challenge' virusopbrengst1 (poliovirus type 2), 
24 uur na enting van onderstaande verdunningen 
10-* 
4,3 
4,7 
6,3 
6,5 
10-» 
3,7 
4,5 
6,5 
6,7 
1(H 
2,5 
4,0 
4,7 
6,5 
1<H 
2,5 
3,5 
5,3 
5,3 
Controle 
1
 Log 10 TCIDjo/O.l ml. 
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TABEL 18. Interferentie tussen 'rabbit kidney vacuolating'-virus en vacciniavirus in 
Τ 17-cellen. Interval van 6 dagen tussen enting van interfererend en 'challenge' virus. 
Beoordeling van interferentie door middel van titratie. 
Interfererend Titer van inter- 'Challenge' virusopbrengst2 (vacciniavirus), 
virus ('rabbit fererend virus1 3 Jagen na enting van onderstaande verdunningen 
kidney vacuola- op 6e dag na 
ting'-virus) enting 10-1 10-2 10-» 1<H Controle 
Onverdund 2,0 
10-1 1,3 
10-1 — 
Controle — 
1 Log 10 TCID50/0,1 ml. 
* Aantal hemagglutinatie-eenheden/0,1 ml. 
TABEL 19. Interferentie tussen 'rabbit kidney vacuolating'-virus en vacciniavirus in Τ 17-
cellen. Interval van 10 dagen tussen enting van interfererend en 'challenge' virus. Beoor­
deling van interferentie door middel van titratie. 
Interfererend Titer van inter- 'Challenge* virusopbrengst2 (vacciniavirus), 
virus ('rabbit fererend virus1 3 jagen na enting van onderstaande verdunningen 
kidney vacuola- op 10e dag na 
ting'-virus) enting 10-' 10-8 10-» 10^ Controle 
Onverdund 2,0 
10-1 1,5 
IO-2 — 
Controle — 
1
 Log 10 ТСШ^/ОД ml. 
2
 Aantal hemagglutinatie-eenheden/0,1 ml. 
interferentietiters van de in de tabellen 14 tot en met 17 vermelde proeven 
bedragen respectievelijk IO" 0 5, I O 1 5 , I O 1 0 en I O 1 7 . De interferentietiters 
van de overeenkomstige proeven (tabellen 7 tot en met 10), die zijn bepaald 
op grond van remming van het cytopathologische effect, bedroegen respec­
tievelijk 10-M, 10-2>4, 10-1-4 en I O 2 0 . Uit deze gegevens blijkt eveneens, dat 
de bepaling van de interfererende werking op grond van remming van het 
cytopathologische effect iets gevoeliger is dan de bepaling door middel van 
titratie (tabel 13). 
In de tabellen 18 en 19 zijn de resultaten weergegeven van interferentie-
proeven tussen 'rabbit kidney vacuolating'-virus en vacciniavirus. De op­
brengst van het 'challenge' virus (vacciniavirus) werd gemeten met behulp van 
de hemagglutinatiereactie. De hemagglutinatiereactie blijkt een minder ge-
16 
24 
24 
24 
16 
16 
32 
24 
4 
8 
12 
12 
16 
32 
32 
32 
16 
24 
32 
24 
8 
16 
16 
24 
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voelige methode te zijn om vacciniavirus in Τ 17-cellen aan te tonen dan het 
onderzoek op cytopathologische veranderingen. De tabellen 11 en 12 laten 
zien, dat 1 op 104 verdund vacciniavirus 2 dagen na enting in Τ 17-cellen 
een cytopathologisch effect veroorzaakt. Daarentegen blijkt de hemaggluti-
natiereactie na enting van 1 op 104 verdund vacciniavirus in Τ 17-cellen 
negatief uit te vallen; de reactie werd 3 dagen na de enting verricht. 
Door toepassing van de hemagglutinatiereactie met vloeistof van buizen, 
waarin minder sterk verdund (ICH, KH en IO 3) vacciniavirus was geënt, 
kon een reductie in de opbrengst van het 'challenge' virus worden aangetoond 
tengevolge van interferentie door 'rabbit kidney vacuolating'-virus. De hemag-
glutininetiters in buizen, waarin onverdund 'rabbit kidney vacuolating'-virus 
was geënt, waren lager dan die in controlebuizen. Ook in buizen, waarin 1 op 
10 verdund 'rabbit kidney vacuolating'-virus was geënt, werden in sommige 
gevallen iets lagere titers gevonden. De verschillen in titer tussen controle-
buizen en met interfererend virus beënte buizen waren echter gering; slechts 
in enkele gevallen was het verschil 2-voudig of meer. In verband met de 
geringe verschillen en het geringe aantal buizen, waarin deze verschillen tot 
uiting zijn gekomen, is een vergelijking van de gevoeligheid van de 2 methoden 
om interferentie aan te tonen, uitsluitend door vergelijking van de gegevens 
van de tabellen 18 en 19 met die van de tabellen 11 en 12 niet goed moge-
lijk. Om een betere vergelijkingsmogelijkheid te verkrijgen is het aantal 
proeven, waarbij interferentie werd beoordeeld door middel van titratie van 
het 'challenge' virus uitgebreid. Van elk van de proeven, waarbij 'rabbit 
kidney vacuolating'-virus als interfererend virus werd gebruikt, en waarvan 
interferentie werd beoordeeld op grond van remming van het cytopatholo-
gische effect van het 'challenge' vacciniavirus (tabel 13), werd ook de op-
brengst van het 'challenge' virus door titratie bepaald. Voor elk van deze 
proeven werd de interferentietiter berekend. Voor de bepaling van inter-
ferentie door middel van titratie van het 'challenge' vacciniavirus hebben wij 
als titer aangenomen de hoogste verdunning van het interfererende virus, die 
in de helft van het aantal gebruikte buizen een 2-voudige of sterkere reductie 
van de titer van het 'challenge' virus veroorzaakte. De titer werd vergeleken 
met die in controlebuizen, waaraan eenzelfde dosis 'challenge' virus was 
toegevoegd. Bij de bepaling van de interferentietiter zijn wij uitgegaan van 
3 buizen per verdunning interfererend virus; de titer werd berekend volgens 
de methode van Reed en Muench (1938). De interferentietiter van de in 
tabel 18 vermelde proef is groter dan 10°; de titer, die berekend is uit de 
gegevens van tabel 19, bedraagt 10"·2. De interferentietiters van de verschil-
lende proeven, waarbij interferentie werd beoordeeld door middel van titratie 
van het 'challenge' virus, zijn samengevat in tabel 13. In tabel 13 zijn onder 
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'beoordeling van interferentie door middel van titratie, proef Γ de titers 
vermeld van de proeven, die zijn weergegeven in de tabellenl4 tot en met 19. 
De proeven onder de nummers 1 tot en met 5, waarbij interferentie werd 
beoordeeld door middel van titratie, werden verricht met de bovenstaande 
vloeistof van buizen uit de proef met het corresponderende nummer, waarbij 
interferentie werd beoordeeld door middel van aflezing van het cytopatholo-
gische effect. 
Vergelijking van de interferentietiters, die berekend zijn op grond van 
remming van het cytopathologische effect met interferentietiters die berekend 
zijn op grond van reductie van de virusopbrengst, leert, dat de uitkomsten 
nagenoeg gelijk zijn (tabel 13). De beide methoden om de interfererende 
werking van 'rabbit kidney vacuolating'-virus te bepalen zijn dus ongeveer 
even gevoelig. 
De bevindingen omtrent het optreden van interferentie tussen 'rabbit kidney 
vacuolating'-virus en vacciniavirus in Τ 17-cellen, zoals die zijn gevonden 
door middel van aflezing van het cytopathologische effect van het 'challenge' 
virus, worden aldus bevestigd door bepaling van de opbrengst van het 'chal­
lenge' virus. 
CONTROLE OP DE VERMENIGVULDIGING VAN INTERFEREREND VIRUS. Bij iedere 
interferentieproef werd steeds op de dag, waarop 'challenge' virus werd geënt 
(6 of 10 dagen na de enting van interfererend virus), de titer van het inter-
fererende virus bepaald. Hiervoor werd de bovenstaande vloeistof van één 
buis gebruikt. De titraties werden verricht in Τ 17-cellen; de proeven met 
rubeolavirus werden afgelezen op de 10e dag na enting in Τ 17-cellen, de 
proeven met 'rabbit kidney vacuolating'-virus op de 17e dag. Uitkomsten van 
de titraties zijn vermeld in de tabellen 14 tot en met 19. 
Hoewel na enting van 1 op 102 verdund 'rabbit kidney vacuolating'-virus de 
titratie op de 6e en 10e dag na enting negatief uitviel, is het niet uitgesloten, 
dat toch vermenigvuldiging van virus had plaats gevonden, aangezien het 
virus pas na langdurige incubatie een cytopathologisch effect veroorzaakt en 
het effect slechts gering is. 
BESCHOUWINGEN 
Het onderzoek op interferentie met bekende interfererende virussen was in 
de eerste plaats bedoeld om na te gaan of in de door ons gebruikte celsoorten 
interferentie aantoonbaar was. Het onderzoek werd uitgevoerd met 3 (apenier, 
BS-C-I en Τ 17) van de 4 celsoorten, die bij het onderzoek van materiaal van 
patiënten zijn gebruikt. HeLa-cellen werden niet onderzocht, omdat voor 
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deze cellen geen geschikt interfererend virus te vinden was. Dat rubeolavirus 
kan interfereren met poliovirus in verse kweken van apeniercellen en in 
kweken van BS-C-I-cellen, is uit de literatuur bekend. De uitkomsten van 
onze proeven zijn in overeenstemming met de resultaten van andere onder-
zoekers. Over de werking van 'rabbit kidney vacuolating'-virus op een ander 
virus zijn in de literatuur, voor zover ons bekend, geen mededelingen gedaan. 
Bij de 2 door ons uitgevoerde proeven, waarbij eerst 'rabbit kidney vacuo-
lating'-virus op T17-cellen werd gebracht, en 10 dagen later vacciniavirus 
werd toegevoegd, hebben wij een (geringe) interfererende werking van het 
eerstgenoemde virus waargenomen. Met een interval van 6 dagen tussen 
enting van 'rabbit kidney vacuolating'-virus en vacciniavirus zagen wij slechts 
in één proef interferentie optreden; bij 4 proeven werd geen interferentie ge-
vonden. Een stimulerend effect van 'rabbit kidney vacuolating"-virus op 
vacciniavirus werd niet één maal waargenomen. Deze gegevens tonen aan, 
dat interferentie kan optreden in Τ 17-cellen. 
De uitkomsten van het onderzoek hebben ons verder enig inzicht gegeven 
in de betekenis van enkele factoren voor het optreden van interferentie. In 
overeenstemming met onder andere de bevindingen van Lycke (1958; zie 
tabel 4, hoofdstuk I) zijn de waarnemingen, dat interferentie sterker wordt, 
naarmate de dosis van het interfererende virus groter en het interval tussen 
enting van interfererend en 'challenge' virus langer is. Wij hebben geen duide­
lijk verband gevonden tussen de dosis van het 'challenge' virus en de sterkte 
van interferentie. In sommige proeven nam de interferentie toe bij gebruik 
van minder 'challenge' virus, in andere proeven was het omgekeerde het ge­
val of was er geen noemenswaardig verschil in uitkomsten bij gebruik van 
veel of weinig 'challenge' virus. Op grond van deze proeven kon niet worden 
uitgemaakt, welke dosis 'challenge' virus bij voorkeur in het vervolg voor 
onderzoek op interferentie gebruikt zou moeten worden. 
Tenslotte hebben wij op grond van de in dit hoofdstuk beschreven proeven 
criteria voor interferentie opgesteld, die wij naderhand hebben toegepast bij 
het onderzoek van materiaal van patiënten op interferentie: (1) In tenminste 
de helft van het aantal gebruikte buizen moet het cytopathologische effect van 
het 'challenge' virus tenminste één graad geringer zijn dan dat in controle-
buizen of moet de titer van het 'challenge' virus tenminste 10 maal lager 
zijn dan die in controlebuizen bij bepaling van de infectietiter van poliovirus, 
en tenminste 2 maal lager zijn dan die in controlebuizen bij bepaling van 
de hemagglutininetiter van vacciniavirus. (2) Het resultaat moet gereprodu-
ceerd kunnen worden in een tweede proef. Deze criteria zijn gebaseerd op 
omstandigheden en werkwijzen in ons laboratorium. De toepasbaarheid ervan 
is dus beperkt. Bovendien beschouwen wij de criteria niet als een middel om 
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te bewijzen, dat er in het onderzochte materiaal een interfererend agens aan-
wezig is, maar slechts als een middel, dat een aanwijzing hieromtrent geeft. 
Dezelfde criteria hebben wij aangehouden bij beoordeling van de resultaten 
met materiaal van patiënten op het voorkomen van stimulering. Alleen geldt 
punt (1) daarbij in omgekeerde richting; in tenminste de helft van het aantal 
gebruikte buizen dient het cytopathologische effect van het 'challenge' virus 
tenminste één graad sterker te zijn dan dat in controlebuizen of dient de 
titer van polio- of vacciniavirus respectievelijk tenminste 10 of 2 maal hoger 
te zijn dan die in de controlebuizen. 
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H O O F D S T U K IV 
ONDERZOEK OP INTERFERENTIE MET 
KEELSECREET VAN PATIËNTEN 
INLEIDING 
Onderzoek op interferentie werd verricht met materiaal van patiënten, bij wie 
geen virusinfectie was aangetoond met behulp van de conventionele virolo-
gische en serologische technieken. Voor het onderzoek werd keelsecreet ge-
bruikt van recruten, die wegens een acute aandoening van de luchtwegen op 
de ziekenzaal werden verpleegd (hoofdstuk II). De patiënten, die bij het 
onderzoek waren betrokken, behoorden tot 7 groepen recruten, die in ver-
schillende perioden tussen november 1963 en februari 1966 werden opge-
leid. De verdeling van het totale aantal onderzochte patiënten over deze 
groepen en de resultaten van de bij hen verrichte virologische en serologische 
onderzoekingen zijn weergegeven in tabel 20. In totaal werd bij 343 patiënten 
onderzoek verricht. Het onderzoek bij 135 van hen viel negatief uit. Met 
keelsecreet van 57 van deze 135 patiënten werd onderzoek op interferentie 
verricht. Ook de verdeling van de 57 patiënten over de 7 groepen is opge-
nomen in tabel 20. 
Sommige respiratore virussen, bijvoorbeeld influenza A-virus verspreiden 
zich snel in een gesloten gemeenschap en kunnen binnen enkele weken na 
opkomst van recruten een epidemie onder hen veroorzaken. Andere respira-
tore virussen, bijvoorbeeld adenovirus, verspreiden zich langzamer en veroor-
zaken in de regel in de tweede maand van de opleiding de meeste ziekte-
gevallen. Aangezien wij niet wisten of de onbekende agentia, waarop ons 
onderzoek was gericht, zich snel of langzaam verspreidden, leek het van be-
lang met beide mogelijkheden rekening te houden. Met het oog hierop werd 
onderzoek op interferentie verricht met keelsecreet van 25 patiënten, die in 
en rond de derde week van de opleiding waren opgenomen, en met keel-
secreet van 27 patiënten, die in en rond de zesde week van de opleiding ziek 
waren geworden. De overige 5 patiënten, bij wie onderzoek werd verricht, 
waren op andere tijdstippen tijdens de opleiding opgenomen. 
Het onderzoek op interferentie werd op dezelfde wijze verricht als de 
proeven met bekende interfererende virussen (hoofdstuk III). Behalve ape-
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TABEL 20. Verdeling van patiënten, van wie keelsecreet op interferentie is onderzocht, 
over verschillende perioden. 
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December 1963 • 
januari 1964 
Februari — 
maart 1964 
Juni — 
juli 1964 
October — 
november 1964 
December 1964 • 
januari 1965 
October — 
november 1965 
December 1965 
januari 1966 
109 
117 
22 
24 
31 
12 
28 
63 11 73 
79 1 3 4 85 
1 — — 1 2 
1 — — 3 4 
12 1 — 4 16 
5 — — — 5 
22 1 — 1 23 
36 33 
32 27 
20 91 
20 83 
15 48 
7 58 
5 18 
10 
10 
10 
10 
10 
2 
5 
Totaal 343 183 8 14 16 208 135 39 57 
1
 Hierbij is inbegrepen Mycoplasma pneumoniae. 
nier-, BS-C-I- en Τ 17-cellen werden ook HeLa-cellen gebruikt. Een dosis 
van 1000 TCID50 poliovirus type 2 en een dosis van 100 TCID50 (minder 
dan 1 hemagglutinatie-eenheid) vacciniavirus werden als 'challenge' gebruikt. 
'Challenge' virus werd 6 dagen, nadat het patiëntenmateriaal voor de tweede 
maal was gepasseerd, toegevoegd. De proeven werden 1 en zo mogelijk 2 en 
3 dagen na enting van 'challenge' virus afgelezen; het cytopathologische effect 
werd beoordeeld. In tabel 21 staan gegevens vermeld over de verdunningen 
en doses van de 'challenge' virussuspensies, die bij de proeven werden ge-
bruikt, en over het cytopathologische effect, dat door de virussen in de 4 
celsoorten werd veroorzaakt. In sommige gevallen werd het onderzoek op 
interferentie herhaald; in deze gevallen werd 'challenge' virus toegediend na 
een interval van 10 dagen. In een aantal gevallen werden de proeven zowel 
door middel van titratie van het 'challenge' virus als door middel van aflezing 
van het cytopathologische effect van het 'challenge' virus beoordeeld. Behalve 
onderzoek op interferentie werd in alle gevallen onderzoek op hemadsorptie 
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TABEL 21. Gegevens betreffende 'challenge' virussen, die bij het onderzoek op inter-
ferentie met keelsecreet van patiënten zijn gebruikt. 
'Challenge' 
virus Celsoort 
Virusverdun-
ning, die als 
'challenge' 
is gebruikt 
Cytopathologisch 
Dosis chai-
 e f f e c t v a n 
lenge' virus 'challenge' virus (TCID50) l e d a g 2 c d a g 3 e d a g 
Poliovirus 
type 2 
Vacciniavirus 
Apenier 
BS-C-I 
HeLa 
Τ 17 
1(H,° 
K W 
ICH.0 
ία-»,· 
1000 
1000 
1000 
100 
1 + 
1+ 
2+ 
1 + 
3 + 
3+ 
4+ 
3+ 
4+ 
4+ 
4+ 
verricht. Ook werden de buizen, waarin keelsecreet was geënt, regelmatig 
onderzocht op het voorkomen van een cytopathologisch effect. Uitvoerigere 
gegevens over de methode van het onderzoek zijn in hoofdstuk II vermeld. 
RESULTATEN 
ONDERZOEK DOOR MIDDEL VAN AFLEZING VAN HET CYTOPATHOLOGISCHE EF-
FECT VAN HET 'CHALLENGE' VIRUS. Keelsecreet van 57 patiënten werd op 
interferentie onderzocht. Ieder monster secreet werd geënt en 1 maal ge-
passeerd in ieder van 4 celsoorten. Vervolgens werd het materiaal voor de 
tweede maal gepasseerd en wel in de celsoort die voor de eerste passage was 
gebruikt, en bovendien in ieder van de 3 overige celsoorten. Tijdens de twee-
de passage werd onderzoek op interferentie verricht. Met elk monster keel-
secreet werden dus uiteindelijk 16 interferentieproeven uitgevoerd. In totaal 
werden 912 (16 maal 57) proeven verricht. Het cytopathologische effect van 
het 'challenge' virus in de beide buizen, waarin patiëntenmateriaal was ge-
passeerd, werd vergeleken met het cytopathologische effect van 'challenge' 
virus in 4 controlebuizen, waarin vloeistof van onbeënte celkweken was ge-
passeerd. Het cytopathologische effect werd gewaardeerd in graden van 
respectievelijk —, ±, 1 + , 2 + , 3 + en 4 + . De uitkomsten van de proeven 
zijn weergegeven in tabel 22. In de tabel is het aantal proeven aangegeven, 
waarbij wel of geen verschil in cytopathologisch effect tussen beënte en 
controlebuizen was gevonden. Wij hebben aangenomen, dat er een verschil 
bestond, indien het cytopathologische effect in één of beide buizen, waarin 
patiëntenmateriaal was gepasseerd, tenminste één graad lager ('remming') of 
één graad hoger ('stimulering') was dan het effect in de controlebuis met 
respectievelijk de laagste of hoogste waardering. 
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TABEL 22. Uitkomsten van onderzoekingen op interferentie met keelsecreet van 57 
patiënten. Beoordeling op grond van het cytopathologische effect van het 'challenge' 
Aantal monsters 
Celsoort, gebruikt Celsoort, Aantal 
voor enting en gebruikt voor onderzochte 
Ie passage 2e passage monsters 
'Remming' 
van 
cytopatho-
logisch 
effect1 
'Stimule-
ring' van 
cytopatho-
logisch 
effect2 
Geen 'rem-
ming' of 
'stimulering' 
van 
cytopatho-
logisch 
effect' 
Apenier 
Apenier 
BS-C-I 
HeLa 
Τ 17 
57 
57 
57 
57 
52 
55 
57 
52 
BS-C-I 
Apenier 
BS-C-I 
HeLa 
Τ 17 
57 
57 
57 
57 
51 
50 
51 
52 
HeLa 
Apenier 
BS-C-I 
HeLa 
Τ 17 
57 
57 
57 
57 
55 
57 
52 
55 
Τ 17 
Apenier 
BS-C-I 
HeLa 
Τ 17 
57 
57 
57 
57 
53 
57 
54 
51 
Totaal 912 27 31 854 
1
 Cytopathologisch effect in één van de beide buizen, waarin patiëntenmateriaal was ge-
passeerd, was één graad lager dan het effect in de controlebuis met de laagste waar-
dering. 
2
 Cytopathologisch effect in één van de beide buizen, waarin patiëntenmateriaal was 
gepasseerd, was één graad hoger dan het effect in de controlebuis met de hoogste waar-
dering. 
3
 Geen verschil in cytopathologisch effect tussen buizen, waarin patiëntenmateriaal was 
gepasseerd, en controlebuizen. 
'REMMING' VAN HET CYTOPATHOLOGISCHE EFFECT. In 27 van de 912 gevallen 
werd een zodanig verschil gevonden, dat het cytopathologische effect in ten-
minste één der beënte buizen lager was dan dat in de controlebuis met de 
laagste waardering. Het verschil was gering: één graad. Slechts in één van 
deze gevallen was het cytopathologische effect in beide buizen, waarin patiën-
tenmateriaal was gepasseerd, 'geremd'. Het verschil was steeds slechts op één 
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van de 2 of 3 dagen, waarop de proef werd afgelezen, waarneembaar. Op de 
volgende dag of op de hierop volgende dag waren alle cellen gedegenereerd. 
In kweken van apeniercellen werd relatief vaak (15 van de 27 gevallen) 
'remming' waargenomen. De 27 monsters, die 'remming' veroorzaakten, 
waren afkomstig van 18 patiënten. Deze patiënten waren verdeeld over 6 van 
de 7 perioden van onderzoek (vergelijk tabel 20). 
'STIMULERING' VAN HET CYTOPATHOLOGISCHE EFFECT. In 31 van de 912 ge-
vallen werd een zodanig verschil gevonden, dat het cytopathologische effect 
in tenminste één der beënte buizen hoger was dan dat in de controlebuis met 
de hoogste waardering. Ook hier was het verschil gering: één graad. De 
'stimulering' werd in 8 van deze gevallen waargenomen in beide buizen, waar-
in patiëntenmateriaal was gepasseerd. Evenals de 'remming' kon ook de 
'stimulering' steeds slechts bij één aflezing worden waargenomen. Het eind-
resultaat was steeds volledige degeneratie der cellen. In kweken van Τ 17-
cellen werd relatief vaak (13 van de 31 gevallen) 'stimulering' waargenomen. 
De 31 monsters, die 'stimulering' veroorzaakten, waren afkomstig van 25 
patiënten. Deze patiënten waren verdeeld over 6 van de 7 perioden van 
onderzoek (vergelijk tabel 20). 
HERHALING VAN PROEVEN. Aangezien het twijfelachtig is of aan de gevonden 
verschillen in cytopathologisch effect tussen beënte en controlebuizen enige 
betekenis mag worden toegekend, hebben wij een aantal proeven herhaald. 
Hiervoor werden 160 monsters gebruikt; hiervan hadden 18 monsters 'rem-
ming', en 13 monsters 'stimulering' veroorzaakt bij het eerste onderzoek. De 
monsters waren afkomstig van 29 patiënten. Om de gevoeligheid van de 
proef te vergroten werd het interval tussen het tijdstip, waarop het patiënten-
materiaal voor de tweede maal werd gepasseerd en het tijdstip, waarop 
'challenge' virus werd toegevoegd, verlengd van 6 tot 10 dagen. De uitkomsten 
van de proeven zijn weergegeven in tabel 23. 
Tabel 23 laat zien, dat van de 160 monsters 6 een 'remming' teweegbrachten 
en 2 een 'stimulering'. Ook bij dit onderzoek waren de verschillen in cyto-
pathologisch effect tussen buizen, waarin patiëntenmateriaal was gepasseerd, 
en controlebuizen gering (één graad) en was het effect slechts in één van beide 
buizen 'geremd' of 'gestimuleerd'. Slechts in één van de 8 gevallen, waarbij 
'remming' of 'stimulering' werd waargenomen, was bij het eerste onderzoek 
dezelfde uitkomst gevonden; dit monster had in beide proeven 'stimulering' 
teweeggebracht. Het blijkt dus, dat op één uitzondering na de verschillen in 
cytopathologisch effect tussen beënte buizen en controlebuizen, die bij het 
eerste onderzoek waren gevonden, niet reproduceerbaar zijn. 
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TABEL 23. Herhaling van onderzoekingen op interferentie met keelsecreet van 29 patiën-
ten. Beoordeling op grond van het cytopathologische effect van het 'challenge' virus. 
Celsoort, gebruikt 
voor enting en 
Ie passage 
Apenier 
BS-C-I 
HeLa 
Τ 17 
Celsoort, 
gebruikt voor 
2e passage 
Apenier 
BS-C-I 
HeLa 
Τ 17 
Apenier 
BS-C-I 
HeLa 
Τ 17 
Apenier 
BS-C-I 
HeLa 
Τ 17 
Apenier 
BS-C-I 
HeLa 
Τ 17 
Totaal 
Aantal 
onderzochte 
monsters 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
160 
Aantal monsters 
'Remming' 
van 
cytopatho-
logisch 
effect1 
— 
2 
— 
1 
— 
— 
— 
— 
1 
— 
— 
— 
2 
6 
'Stimule­
ring' van 
cytopatho-
logisch 
effect* 
— 
— 
— 
— 
— 
1 
— 
I 
— 
— 
— 
— 
1 
2 
Geen 'rem­
ming' of 
'stimulering' 
van 
cytopatho-
logisch 
effect» 
10 
8 
10 
10 
9 
10 
10 
9 
10 
10 
10 
9 
10 
10 
10 
7 
152 
1
 Cytopathologisch effect in één van de beide buizen, waarin patiëntenmateriaal was 
gepasseerd, was één graad lager dan het effect in de controlebuis met de laagste waar-
dering. 
г
 Cytopathologisch effect in één van de beide buizen, waarin patiëntenmateriaal was 
gepasseerd, was één graad hoger dan het effect in de controlebuis met de hoogste 
waardering. 
3
 Geen verschil in cytopathologisch effect tussen buizen, waarin patiëntenmateriaal was 
gepasseerd, en controlebuizen. 
ONDERZOEK DOOR MIDDEL VAN TITRATIE VAN HET 'CHALLENGE' VIRUS. ІП ССП 
aantal proeven werden de uitkomsten niet alleen door middel van aflezing 
van het cytopathologische effect van het 'challenge' virus beoordeeld, maar 
ook door bepaling van de opbrengst van het 'challenge' virus. Hiertoe werd 
het 'challenge' virus getitreerd. Een of drie dagen na enting van respectievelijk 
poliovirus type 2 of vacciniavirus werd de inhoud van één van ieder paar 
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onderzochte buizen geoogst. Bovenstaande vloeistof van buizen, waarin polio-
virus was geënt, werd getitreerd in HeLa-cellen; van bovenstaande vloeistof 
van buizen, waarin vacciniavirus was geënt, werd de hemagglutininetiter be-
paald. Het onderzoek werd verricht met 132 monsters vloeistof. De monsters 
waren afkomstig van keelsecreet van 18 patiënten, dat in verschillende soorten 
cellen was gepasseerd. Met 9 van de 132 monsters was bij het onderzoek door 
middel van aflezing van het cytopathologische effect van het 'challenge' virus 
een verschil in effect gevonden. Deze 9 monsters waren afkomstig van 7 van 
de 18 patiënten. De uitkomsten van het onderzoek zijn weergegeven in tabel 
24. Van iedere groep monsters, die in dezelfde celsoort waren gepasseerd, 
TABEL 24. Uitkomsten van onderzoekingen op interferentie met keelsecreet van 18 pa-
tiënten. Beoordeling op grond van titratie van het 'challenge' virus. 
'Challenge' virusopbrengst 
Poliovirus type 21 Vacciniavirus* 
Keel- Con- Keel- Con-
secreet' trole4 secreet3 trole5 
5 6,5—6,7 6,0 
5 6,5—7,0 6,7 
5 5,7—6,7 6,0 
18 8—16 8—16 
5 6,3—7,0 6,3 
5 6,0—6,7 6,5 
5 6,0—7,0 6,3 
18 8—16 8—16 
5 6,0—7,0 6,5 
5 6,3—7,0 7,0 
5 6,0—6,7 6,5 
18 8—16 8—16 
5 6,3—6,7 6,3 
5 6,0—6,7 6,5 
5 6,0—6,5 5,7 
18 8—16 8—16 
1
 Log 10 TCID50/0,1 ml. 
2
 Aantal hemagglutinatie-eenheden/0,1 ml. 
5
 Laagste en hoogste 'challenge' virustiter in buizen, waarin patiëntenmateriaal was ge-
passeerd. 
4
 'Challenge' virustiter in controlebuizen. 
5
 Laagste en hoogste 'challenge' virustiter in controlebuizen. 
Celsoort, 
gebruikt 
voor enting 
en 
Ie passage 
Celsoort 
gebruikt 
voor 
2e passage 
Aantal 
onderzochte -
monsters 
Apenier 
BS-C-I 
А р е П І е Г
 HeLa 
Τ 17 
Apenier 
BS-C-I 
BS-C-I „ , 
HeLa 
Τ 17 
Apenier 
BS-C-I 
HeLa „
 T 
HeLa 
Τ 17 
Apenier 
BS-C-I 
Τ 17 
HeLa 
Τ 17 
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is de opbrengst van het 'challenge' virus opgegeven door vermelding van de 
hoogste en laagste titer van het 'challenge' virus. Ter vergelijking zijn in de 
tabel ook de titers weergegeven van vloeistoffen van controlebuizen, waarin 
materiaal van onbeënte celkweken was gepasseerd. 
Er werd geen duidelijk verschil in virusopbrengst gevonden tussen buizen, 
waarin patiëntenmateriaal was gepasseerd, en controlebuizen. Bij toepassing 
van de titratiemethode werd dus evenmin een interfererend agens in keel-
secreet van patiënten aangetroffen als bij de proeven, waarbij het cytopatho-
logische effect werd afgelezen. 
ONDERZOEK OP HEMADSORPTIE EN CYTOPATHOLOGISCHE VERANDERINGEN. Keel -
secreet van 57 patiënten werd behalve op interferentie ook op hemadsorptie 
onderzocht. Met ieder monster secreet werd tijdens de tweede passage onder-
zoek op hemadsorptie verricht. Evenals bij het onderzoek op interferentie 
werden met ieder monster 16 proeven uitgevoerd. In totaal werden dus ook bij 
dit onderzoek 912 proeven verricht. In geen van deze proeven kon hemad-
sorptie worden aangetoond. 
In de loop van het onderzoek werden de buizen, waarin keelsecreet was 
geënt, ook regelmatig op het voorkomen van cytopathologische veranderingen 
onderzocht. Niet éénmaal is hierbij een cytopathologisch effect gevonden, dat 
door patiëntenmateriaal kon zijn veroorzaakt. 
BESCHOUWINGEN 
Het onderzoek op interferentie met keelsecreet van 57 patiënten heeft geen 
positieve resultaten opgeleverd. Noch met behulp van aflezing van het cyto-
pathologische effect van het 'challenge' virus, noch door middel van titratie 
van het 'challenge' virus hebben wij een interfererend agens kunnen aantonen. 
In 6,4% van de gevallen werd wel een verschil in cytopathologisch effect 
van het 'challenge' virus gevonden tussen buizen, waarin materiaal van 
patiënten was gepasseerd, en controlebuizen. Aan deze uitkomsten mag echter 
geen betekenis worden gehecht. (1) Er werden verschillen in beide richtingen 
gevonden: sterkere en geringere cytopathologische effecten dan die in con-
trolebuizen. (2) Het verschil in cytopathologisch effect was slechts gering (één 
graad), van korte duur en in het merendeel der gevallen slechts in één van de 
2 gebruikte buizen aanwezig. (3) De uitkomsten waren niet reproduceerbaar. 
Wij mogen aannemen, dat de gevonden verschillen in cytopathologisch 
effect tussen beënte en controlebuizen binnen de grenzen van een normaal 
voorkomende spreiding vallen. De sterkte van het cytopathologische effect 
en de hoogte van de titer van een bepaalde dosis 'challenge' virus kunnen in 
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verschillende buizen variëren. Vooral de omstandigheid, dat in verschillende 
buizen niet altijd evenveel cellen aanwezig zijn, is hiervoor verantwoordelijk. 
Hoewel het onderzoek op interferentie negatief is uitgevallen, volgt hieruit 
niet, dat in het onderzochte materiaal geen interfererend agens aanwezig was. 
Het is zeker niet uitgesloten, dat bij toepassing van andere celsoorten, andere 
'challenge' virussen en andere, gevoeligere werkwijzen wel positieve uitkom-
sten gevonden worden. 
S A M E N V A T T I N G 
Wij hebben onderzocht of in keelsecreet van patiënten met een acute lucht-
weginfectie virussen of andere micro-organismen konden worden aangetoond 
met behulp van interferentieproeven. Het onderzoek werd verricht bij 57 
patiënten, bij wie het conventionele onderzoek op virussen (onderzoek op 
cytopathologische veranderingen en hemadsorptie in celkweken) en serolo-
gisch onderzoek met bekende respiratore virussen negatief waren uitgevallen. 
De onderzochte patiënten waren militairen, die in verschillende perioden 
tussen november 1963 en februari 1966 op de ziekenzaal van de legerplaats 
Ossendrecht waren opgenomen. Er werd onderzocht of celkweken, waarin 
materiaal van deze patiënten was geënt, minder gevoelig waren voor bekende 
virussen, die in staat zijn in deze kweken cytopathologische veranderingen 
teweeg te brengen. Aangezien het uit de literatuur bekend is, dat sommige 
virussen de vermenigvuldiging van andere virussen kunnen stimuleren, werd 
er ook onderzocht of de gevoeligheid verhoogd was. 
Ieder monster keelsecreet werd geënt en eenmaal gepasseerd in ieder van 
4 celsoorten: kweken van apeniercellen, BS-C-I-cellen, HeLa-cellen en Τ 17-
cellen. Vervolgens werd het materiaal voor de tweede maal gepasseerd en wel 
in de celsoort, die ook voor de eerste passage was gebruikt, en bovendien 
in ieder van de 3 overige celsoorten. Tijdens de tweede passage werd onder­
zoek op interferentie verricht. Met elk monster materiaal, dat aan het einde 
van de eerste passage was geoogst, werden dus 4 interferentieproeven ingezet. 
Met elk monster keelsecreet werden uiteindelijk 16 interferentieproeven uit­
gevoerd. In totaal werden 912 (16 maal 57) proeven verricht. Zes dagen, 
nadat het patiëntenmateriaal voor de tweede maal was gepasseerd, werd aan 
de celkweken 'challenge' virus toegevoegd. Poliovirus type 2 werd als 'chal-
lenge' gebruikt bij proeven in kweken van apeniercellen, BS-C-I-cellen en 
HeLa-cellen, vacciniavirus bij proeven in kweken van Τ 17-cellen. Wij 
hebben onderzocht of er een verschil was in sterkte van het cytopathologische 
effect van het 'challenge' virus tussen buizen, waarin materiaal van patiënten 
was gepasseerd, en controlebuizen. Verder werd in sommige gevallen de titer 
van het 'challenge' virus bepaald; zowel buizen, waarin materiaal van patiën-
ten was gepasseerd, als controlebuizen werden voor dit onderzoek gebruikt. 
Van de 912 onderzochte monsters waren er 58, die — 1 tot 3 dagen na 
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enting van het 'challenge' virus — een in sterkte afwijkend cytopathologisch 
effect toonden. In 27 gevallen was het effect geringer dan dat in controle-
buizen, in 31 gevallen sterker. Het verschil in effect was gering en verdween, 
wanneer de kweken 1 of 2 dagen langer werden geïncubeerd. Honderdzestig 
monsters, waarvan 31 in eerste instantie een in sterkte afwijkend cytopatho-
logisch effect hadden veroorzaakt, werden opnieuw onderzocht. Bij dit 
onderzoek werd het interval tussen het tijdstip, waarop het patiëntenmateriaal 
voor de tweede maal was gepasseerd, en de toediening van 'challenge' virus 
verlengd tot 10 dagen. In 8 gevallen werd een verschil in effect gevonden 
tussen buizen, waarin deze monsters waren geënt, en controlebuizen; in 6 
gevallen was het effect in de beënte buizen geringer dan dat in controle-
buizen, in 2 gevallen sterker. Slechts in 1 van deze 8 gevallen werd in de 
eerste en tweede proef dezelfde uitkomst gevonden. Het cytopathologische 
effect in buizen, waarin patiëntenmateriaal was gepasseerd, was in dit geval 
iets sterker dan dat in controlebuizen. 
Honderd-twee-en-dertig monsters afkomstig van 18 patiënten werden op 
interferentie onderzocht door middel van titratie van het 'challenge' virus; 9 
van de 132 monsters hadden bij het onderzoek door middel van aflezing van 
het cytopathologische effect een in sterkte afwijkend effect veroorzaakt. De 
9 monsters waren afkomstig van 7 patiënten. Er werd geen duidelijk verschil 
in virusopbrengst gevonden tussen buizen, waarin de 132 monsters waren 
geënt, en controlebuizen. 
Het onderzoek op interferentie met keelsecreet van patiënten was dus in 
alle gevallen negatief. De celkweken, waarin keelsecreet van patiënten was 
geënt en gepasseerd, werden ook onderzocht op cytopathologische verande-
ringen en hemadsorptie. In geen enkel geval was de uitkomst positief. 
Voordat keelsecreet van patiënten op interferentie werd onderzocht, heb-
ben wij interferentieproeven verricht met bekende interfererende virussen. 
Het doel hiervan was na te gaan of in de door ons gebruikte celsoorten inter-
ferentie aantoonbaar was, en gegevens te verzamelen over factoren, die bij 
interferentie een rol spelen. Het onderzoek werd uitgevoerd met 3 (apenier, 
BS-C-I en Τ 17) van de 4 celsoorten, die bij het onderzoek van keelsecreet 
van patiënten zijn gebruikt. HeLa-cellen werden niet onderzocht, omdat voor 
deze cellen geen geschikt interfererend virus te vinden was. In apeniercellen 
en BS-C-I-cellen werden rubeolavirus als interfererend virus en poliovirus 
type 2 als 'challenge' virus gebruikt, in Τ 17-cellen respectievelijk 'rabbit 
kidney vacuolating'-virus en vacciniavirus. De proeven werden uitgevoerd in 
de vorm van bloktitraties met verschillende verdunningen van interfererend 
virus en verschillende verdunningen van 'challenge' virus. Wij hebben onder­
zocht of in buizen, waarin rubeolavirus of 'rabbit kidney vacuolating'-virus 
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was geënt, het cytopathologische effect van het 'challenge' virus werd geremd. 
In sommige proeven werd bovendien door middel van titraties onderzocht of 
de opbrengst van het 'challenge' virus was verminderd. 
Rubeolavirus interfereerde met poliovirus type 2 in kweken van apenier-
cellen. De interferentie was sterker, wanneer de beide virussen met een inter-
val van 10 dagen werden geënt, dan wanneer het interval 6 dagen bedroeg; de 
interferentietiters, waarvan in hoofdstuk III een omschrijving is gegeven, 
waren respectievelijk 10-2>4 en IO1'0. Ook in kweken van BS-C-I-cellen werd 
interferentie tussen rubeolavirus en poliovirus type 2 gevonden. De interferen-
tietiters waren IO-2 0 en IO-14 voor intervallen tussen toediening van inter-
fererend virus en 'challenge' virus van respectievelijk 10 en 6 dagen. Aflezing 
van het cytopathologische effect van het 'challenge' virus bleek een iets ge-
voeligere methode te zijn om de interfererende werking van rubeolavirus aan 
te tonen dan titratie van het 'challenge' virus. 
'Rabbit kidney vacuolating'-virus interfereerde met vacciniavirus in kweken 
van Τ 17-cellen. De interferentie was duidelijk, indien de virussen werden 
geënt met een interval van 10 dagen. De interferentietiter was evenwel laag: 
ΙΟ
-0
Λ Er was geen duidelijke interferentie waarneembaar, indien het interval 
tussen de enting van beide virussen 6 dagen bedroeg. Voor het aantonen van 
de interfererende werking van 'rabbit kidney vacuolating'-virus bleken af­
lezing van het cytopathologische effect van het 'challenge' virus en titratie van 
het 'challenge' virus met behulp van de hemagglutinatiereactie ongeveer even 
gevoelige methoden te zijn. 
Er werden in elke celsoort 5 interferentieproeven verricht met een interval 
van 6 dagen tussen toediening van interfererend virus en 'challenge' virus, en 
2 proeven met een interval van 10 dagen. Het bleek, dat de uitkomsten van de 
proeven in het algemeen goed reproduceerbaar waren. 
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S U M M A R Y 
We have been studying the question of whether or not viruses or other micro­
organisms can be demonstrated in the pharyngeal secretions of patients with 
acute respiratory infections by means of interference tests. The investigation 
concerned 57 patients in whom conventional virus testing (based on cyto­
pathological changes and hemadsorption in cell cultures) and serological 
studies had been found to have negative results. These patients were military 
personnel admitted to the infirmary of the Ossendrecht army post at various 
times during the period from November 1963 to February 1966. An attempt 
was made to establish whether cell cultures inoculated with material from 
these patients, were less susceptible to known viruses capable of causing 
cytopathological changes in them. Since it is known from the literature that 
some viruses can enhance the propagation of other viruses, we also investi­
gated the question of increased susceptibility. 
Every sample of pharyngeal secretion was inoculated and passed once 
through each of four cell types, viz.: monkey kidney cells, BS-C-I cells, HeLa 
cells and T-17 cells. The material was then passed a second time through the 
cell type used for the first passage and in addition through each of the 
other three cell types. Interference was tested during the second passage. 
Every sample of material obtained upon completion of the first passage, there­
fore, was used in four interference tests. Every sample of pharyngeal secretion 
was ultimately submitted to 16 interference tests. The total number of inter­
ference tests made was 912 (16 χ 57). Six days after the second passage, a 
challenge virus was added to the cell cultures. We used polio virus type 2 as 
the challenge virus in testing cultures of monkey kidney cells, BS-C-I cells and 
HeLa cells, and vaccinia virus in testing cultures of T-17 cells. The difference 
in intensity of the cytopathological effect of the challenge virus between 
passage tubes and control tubes was determined. In some cases, the 
challenge virus was titrated, using passage tubes and control tubes. 
The 912 samples examined included 58 which, 1-3 days after the inocu­
lation of the challenge virus, showed an abnormally marked cytopathological 
effect. In 27 cases the effect was less marked than that in the control tubes 
and in 31 cases it was more so. The difference in effect was slight and dis­
appeared when the cultures were incubated 1-2 days longer. We re-examined 
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160 samples, of which 31 had in the first instance shown an abnormally 
marked cytopathological effect. On re-examination, the interval between the 
second passage and the administration of the challenge virus was increased to 
10 days. In 8 cases we found a difference in effect between tubes in which 
these samples had been inoculated and control tubes; in 6 cases the effect in 
the inoculated tubes was less and in 2 cases more marked than that in the 
control tubes. In only one of these 8 cases did the second test yield the same 
result as the first. In that case the cytopathological effect in the passage tubes 
was slightly more intensive than that in the control tubes. 
We tested 132 samples from 18 patients for interference by means of titra­
tion with the challenge virus; in 9 of the 132 samples we read a cytopatholo­
gical effect of abnormal intensity. These 9 samples originated from 7 patients. 
No distinct difference in virus yield was found between tubes in which the 
132 samples had been inoculated and control tubes. 
Interference tests with the pharyngeal secretions of these patients were 
therefore negative in all cases. The cell cultures in which the pharyngeal 
secretions had been inoculated and passed, were examined also for cytopatho­
logical changes and hemadsorption. In no case was a positive result obtained. 
Before pharyngeal secretions were tested for interference, we carried out 
interference tests with known interfering viruses. The purpose was to establish 
whether interference was demonstrable in the cell types used and to collect 
data on factors which play a role in interference. This study was made with 
three of the four cell types used in examining pharyngeal secretions from 
the patients, i.e. monkey kidney, BS-C-I and T-17. HeLa cells were not 
studied because we were unable to find an interfering virus suitable for them. 
In monkey kidney cells and BS-C-I cells, we used rubella virus as the inter­
fering virus and polio virus type 2 as the challenge virus; in T-17 cells, we 
used rabbit kidney vacuolating virus and vaccinia virus respectively. The 
tests were made in the form of block titrations with varying dilutions of the 
interfering virus and of the challenge virus. We tried to establish whether 
or not in tubes in which rubella virus or rabbit kidney vacuolating virus had 
been inoculated, the cytopathological effect of the challenge virus was in­
hibited. In some tests, titrations were made in order to determine in addition 
whether the yield of the challenge virus was reduced. 
Rubella virus interfered with polio virus type 2 in cultures of monkey kid­
ney cells. The interference was more pronounced when the two viruses were 
inoculated 10 days apart than when the interval had been 6 days; the inter­
ference titres (defined in chapter III) were Ю- 2 4 and I O 1 0 respectively. Inter­
ference between rubella virus and polio virus type 2 was found also in cultures 
of BS-C-I cells. The interference titres were I O 2 0 and IO- 1·4 for intervals of 
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10 and 6 days, respectively, between the inoculation of the interfering virus 
and of the challenge virus. Reading the cytopathological effect of the challenge 
virus proved to be a slightly more sensitive method of demonstrating the 
extent of interference of rubella virus than was titration of the challenge virus. 
Rabbit kidney vacuolating virus interfered with vaccinia virus in cultures 
of T-17 cells. The interference was well marked when the viruses had been 
inoculated at an interval of 10 days. The titre of interference, however, was 
low (IO-0 3). No distinct interference was observed when the interval between 
inoculations was 6 days. For demonstrating the interfering action of rabbit 
kidney vacuolating virus, reading the cytopathological effect of the challenge 
virus and titration of the challenge virus with the aid of the hemagglutination 
reaction proved to be about equally sensitive methods. 
In each cell type. 5 interference tests were carried out with an interval of 
6 days between the inoculation of the interfering virus and that of the chal-
lenge virus and 2 tests with an interval of 10 days. The results of the tests 
were generally well-reproducible. 
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S T E L L I N G E N 
I 
Berekening van interferentietiters op grond van de hoogste verdunning van 
het interfererende virus, die in 50 % van de gevallen interferentie geeft, 
is een geschikte methode om de sterkte van interferentie in verschillende 
proeven te vergelijken. 
II 
Bij het combineren van levende vaccins dient te worden onderzocht, of na 
toediening interferentie optreedt. 
III 
Het is te verwachten, dat door vaccinatie met het in de Verenigde Staten 
gebruikte adenovirusvaccin, het aantal luchtweginfecties bij Nederlandse 
recruten sterk zal worden gereduceerd. 
IV 
Het heeft thans nog geen zin zuigelingen systematisch tegen mazelen te 
vaccineren. 
Guinee V. F. e.m. (1966), Pediatrics 37, 649. 
V 
In verband met mogelijke differentiëring in de co-assistentschappen zou 
een onderzoek naar het tijdstip, waarop de aanstaande arts zijn keuze 
maakt omtrent zijn toekomstige loopbaan, zinvol zijn. 
Mertens A. (1966), Kath. Artsenblad 45, 177. 
VI 
Bij een positieve reductie in de urine van vrouwen in de geslachtsrijpe 
leeftijd, denke men aan het gebruik van orale contraceptiva. 
Wynn V. e.m. (1966), Lancet II, 715. 
VII 
Het is waarschijnlijk, dat klepinsufficiëntie in de linker harthelft de oor-
zaak kan zijn van hemolytisch anemie. 
Pirofsky B. (1966), Ann. Int. Med. 65, 373. 

Vili 
Voor de serologische diagnostiek van toxoplasmosis is de indirecte immu-
nofluorescentiereactie te verkiezen boven de reactie van Sabin-Feldman. 
van Nunen M. С. J. en van der Veen J. (1965), N.T.V.G. 109, 742. 
IX 
Bij de ziekte van von Willebrand is een verminderde adhesiviteit van trom-
bocyten als diagnosticum niet aanvaardbaar. 
Cronberg S. e.m. (1966), Acta Med. Scand. 180, 43. 
X 
Als gevolg van een te laag gemiddeld honorarium van de Nederlandse huis­
arts wordt de veiligheid van de volksgezondheid in gevaar gebracht. 


